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Summary 
Defense against oxidative stress is executed by an antioxidant system that is 
tightly controlled by the transcription factor Nrf2. Nrf2 is the master regulator of a genetic 
program termed the phase II response that controls redox homeostasis and participates in 
multiple aspects of physiology and pathology. Classical regulation of Nrf2 involves redox-
sensitive degradation by the E3 ubiquitin ligase Keap1/Cul3. However, Nrf2 is controlled 
by other mechanisms that have not yet been elucidated. In this Thesis, we described a 
novel mechanism that involves glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) in the stabilization of 
Nrf2 by a Keap1-independent pathway implicating the E3 ubiquitin ligase SCF/β-TrCP.  
Taking nordihydroguaiaretic acid (NDGA) as a prototype chemopreventive agent, 
we show that this compound activates PI3K/Akt and the MAP kinases ERK1/2, p38, and 
JNK, promoting the stabilization of Nrf2. We also show that these pathways cause 
inhibitory phosphorylation of GSK-3β at Ser9 and at Thr390. These results identify GSK-3β 
as an integrator of several signaling pathways.  
We found that GSK-3 phosphorylates a group of Ser residues within the Neh6 
domain of Nrf2 that overlap with an SCF/β-TrCP destruction motif (DSGIS). 
Phosphorylation of this Ser cluster stimulated the degradation of Nrf2 by a SCF/β-TrCP 
complex. 2D-Gel electrophoresis and site directed mutagenesis allowed us to identify two 
serines that are phosphorylated by GSK-3β in the DSGIS sequence. In addition, Nuclear 
Magnetic Resonance studies defined key hydrophilic and hydrophobic interactions of this 
phospho-sequence involved in docking to β-TrCP.  
Mice with a conditional depletion of neuronal GSK-3β exhibited in hippocampus 
increased levels of Nrf2 and phase II gene products as well as increased levels of reduced 
glutathione and lower levels of malondialdehyde and carbonylated proteins. Moreover, 
GSK-3 inhibitors induced an increase of Nrf2 and its target genes and prevented 
excitotoxic neuronal death mediated by kainate in hippocampal slices.  
This Thesis establishes the structural parameters for the interaction of Nrf2 with 
the GSK-3/β-TrCP axis and its functional relevance in the regulation of Nrf2 by the 
signaling pathways that impinge on GSK-3. 
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Resumen 
Los mecanismos de defensa frente a estrés oxidativo están gobernados por un 
sistema antioxidante que está estrechamente controlado por el factor de transcripción 
Nrf2. Así, Nrf2 es el regulador maestro de un programa genético denominado respuesta de 
fase II que controla la homeostasis redox celular y participa en múltiples aspectos 
fisiológicos y patológicos. La regulación de Nrf2 supone su degradación sensible a estrés 
oxidativo a través de la E3 ubiquitina ligasa Keap1/Cul3. Sin embargo, Nrf2 es regulado a 
través de otros mecanismos que aún no han sido descritos. En esta Tesis describimos que 
la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) regula la estabilización de Nrf2 por una vía 
independiente de Keap1 que implica a la E3 ubiquitina ligasa SCF/β-TrCP.  
Utilizando el ácido nordihidroguayarético (NDGA) como un agente 
quimiopreventivo modelo, mostramos que este compuesto activa las vías de señalización 
de PI3K/Akt y de las MAP quinasas ERK1/2, p38 y JNK, promoviendo la estabilización de 
Nrf2. Además, mostramos que estas vías son las responsables de la fosforilación 
inhibitoria de GSK-3β en los residuos Ser9 y Thr390. Estos resultados identifican a GSK-3β 
como un integrador de varias vías de señalización. 
Mediante el análisis de la secuencia de Nrf2, hemos encontrado que GSK-3 
fosforila un grupo de residuos de Ser incluidos en el dominio Neh6 de Nrf2 que solapan 
con un dominio de destrucción por β-TrCP (DSGIS). La fosforilación de este grupo de Ser 
acelera la degradación de Nrf2 a través del complejo SCF/β-TrCP. Gracias al análisis de los 
geles 2D-PAGE y a la mutagénesis dirigida sobre estos residuos, identificamos dos serinas 
que están fosforiladas por GSK-3β en el motivo DSGIS. Además, mediante estudios de 
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), definimos las interacciones hidrofílicas e 
hidrofóbicas claves para la formación del complejo Nrf2/β-TrCP.  
Neuronas de hipocampo de ratones con una depleción condicional de GSK-3β 
exhibieron niveles aumentados de Nrf2 y de enzimas de fase II así como niveles elevados 
de glutatión reducido y niveles reducidos de malonaldehído y proteínas carboniladas. 
Asimismo, la inhibición farmacologica de GSK-3 incrementó los niveles de Nrf2 y de sus 
genes diana y atenuó la muerte neuronal excitotóxica mediada por kainato. 
Esta Tesis establece los parámetros estructurales para la interacción de Nrf2 con 
el eje GSK-3/β-TrCP y su relevancia funcional en la regulación de Nrf2 a través de vías de 
señalización que convergen en GSK-3.  
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Abreviaturas 
 
Akt: También denominada proteína quinasa B (PKB). La nomenclatura se debe a que la 
quinasa fue aislada de una retrovirus transformante celular AKT8  (acute transforming 
retrovirus) procedente de un linfoma de células T de la cepa de ratones AKR. 
ARE: Elementos de respuesta antioxidante (Antioxidant response element). 
BSA: Albúmina sérica bovina (Bovine serum albumin). 
cDNA: Ácido desoxirribonucleico complementario. 
CFP: Proteína cian fluorescente (Cyan fluorescent protein). 
CK2: Caseína quinasa 2. 
ECL: Ensayo de detección por quimioluminiscencia (Enhanced chemiluminiscence). 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético. 
EGFP: Proteína verde fluorescente mejorada (Enhanced green fluorescent protein). 
ERK1/2: Quinasa regulada por señales extracelulares 1/2. 
EYFP: Proteína amarilla fluorescente mejorada (Enhanced yellow fluorescent protein). 
FBS: Suero fetal bovino (Fetal bovine serm). 
GCLC y GCLM: Glutamato cisteína ligasa. Unidades catalítica y moduladora. 
GSH: Glutatión en su forma reducida. 
GSK-3: Glucógeno sintasa quinasa 3. 
GSSG: Glutatión en su forma oxidada. 
GST: Glutatión S‐transferasa. 
GPx: Glutatión peroxidasa. 
H2DCFDA: 2,7-diclorodihidrofluoresceína diacetato. 
HA: Epítopo hemaglutinina (HA) del virus Influenza, compuesto por los siguientes 
aminoácidos: YPYDVPDYA. 
HEPES: Ácido N-2-hidroxietilpiperacina-N’-2’-etanesulfónico. 
HO-1: Hemo oxigenasa-1. 
JNK: Quinasa del extremo NH2 de c-Jun  
MAP quinasas: Proteinas quinasas activadas por mitógenos. 
mRNA: Ácido ribonucleico mensajero.  
NDGA: Ácido nordihidroguayarético.  
NOESY: Espectroscopía de efecto Overhauser nuclear (Nuclear Overhauser Effect 
Spectroscopy). 
NQO1: NAD(P)H:quinona oxidorreductasa-1. 
PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate buffer saline). 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction). 
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PI3K: Fosfatidil inositol 3 quinasa. 
PKC: Proteína quinasa C. 
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Phenylmethylsulfonyl fluoride). 
RMN: Resonancia Magnetica Nuclear. 
RNA: Ácido ribonucleico. 
RNS: Especies reactivas de nitrógeno. 
ROS: Especies reactivas de oxígeno. 
SCF: Skp1-Cullin1-proteínas Fbox. 
SDS: Dodecilsulfato sódico (Sodium dodecyl sulfate). 
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (Sodium dodecyl sulfate 
polyacrilamide gel electrophoresis). 
SFN: Sulforafano. 
tBHQ: Tert-butilhidroquinona. 
TBS: Tampón tris salino (Tris buffered saline). 
TDZD-8: Tiadiazolidinona-8. 
TEMED: N,N,N,N’-tetrametilendiamina. 
TOCSY: Espectroscopía de correlación total (Total Correlation Spectroscopy). 
TRNOESY: Espectroscopía de efecto Overhauser nuclear transferido (Transferred Nuclear 
Overhauser Effect Spectroscopy). 
TTBS: Tampón tris salino con Tween-20 (Tween-20-Tris buffered saline). 
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Introducción 
1 El factor de transcripción Nrf2.  
Como consecuencia del metabolismo aeróbico o de la biotransformación de 
compuestos xenobióticos, las células están sometidas constantemente a la generación de 
especies reactivas de oxígeno (ROS), en forma de anión superóxido (O2-), peróxido de 
hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (OH·) y peróxidos orgánicos, y de especies reactivas de 
nitrógeno (RNS), como el óxido nítrico (NO) y el peroxinitrito (ONO2-). Por otra parte, 
estas especies reactivas participan en las vías de señalización en respuesta a los cambios 
del medio intra o extracelular (29, 74, 193, 216). También son importantes en la 
regulación de ciertos factores de transcripción (24). Sin embargo, su sobreproducción 
debida, por ejemplo, a factores ambientales como metales pesados, radiación ultravioleta, 
radiación ionizante, anoxia o hiperoxia (73) está relacionada con diferentes patologías 
como las enfermedades neurodegenerativas, diabetes, cáncer, etc. El estrés oxidativo se 
define como un desequilibrio entre la producción de ROS y la capacidad antioxidante 
celular para controlar sus niveles. Este desequilibrio modifica irreversiblemente las 
macromoléculas generando derivados no funcionales como 8-oxo-guanina en el DNA, 
peroxidación lípidica, nitración de proteínas, etc., y tiene un impacto importante en el 
organismo (29). 
Para eliminar ROS y RNS, las células han desarrollado una maquinaria de 
detoxificación celular. Este mecanismo se divide en tres fases. La fase I está compuesta por 
enzimas, como el citocromo P450, que catalizan la monooxidación de estas especies para 
aumentar su polaridad. La fase II media la conjugación de los compuestos con glutatión, 
ácido glucurónico o sulfato (102). La fase III contiene varios transportadores para  sacar 
estos productos de las células (152).  
La fase II incluye además otro grupo de enzimas que participan en la 
detoxificación oxidativa, tales como hemo oxigenasa‐1 (HO‐1), NAD(P)H:quinona 
oxidorreductasa‐1 (NQO1) y las enzimas relacionadas con el metabolismo del glutatión 
(glutatión S‐transferasa (GST), glutamil‐cisteína ligasa (GCL) y glutatión peroxidasa (GPx)) 
(Fig. 1). Varios grupos han analizado los promotores de los genes que codifican enzimas de 
fase II en busca de elementos de respuesta a agentes xenobióticos que activen su 
expresión. Las primeras evidencias sobre la existencia de estos enhancers se obtuvieron 
examinado el gen de la subunidad alfa de GST de rata, en cuyo promotor existían dos 
secuencias 5-TGACAAAGC-3 que inicialmente se denominaron “Ya subunit gene”, y que 
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eran fundamentales para la expresión de este gen en presencia de tert-butilhidroquinona 
(tBHQ) (182). Posteriormente, se determinó la secuencia consenso 5’-TGACnnnGC-3’, 
donde n representa cualquier nucleótido (181), que define lo que actualmente se conoce 
como Elemento de Respuesta Antioxidante (Antioxidant Response Element, ARE). 
Dado que estos ARE se parecen a los elementos de reconocimiento de las 
proteínas Maf (musculoaponeurotic fibrosarcoma) (MARE, 5’-TGCTGACTCAGCA-3’), varios 
grupos propusieron que los miembros del tipo b-zip (basic-leucine zipper, dominio de 
cremallera de leucinas) que pertenecen a la familia cap ‘n’ collar (CNC) podrían estar 
implicados en el control de la expresión de estos genes ARE. Entre estos factores de 
transcripción se encuentra la subunidad p45 de NF-E2 (nuclear factor-erythroid 2) (5) y 
Nrf (NF-E2 p45-related factor) 1, 2 y 3 (37, 121, 148). Venugopal y Jaiswal (211) 
demostraron que la sobreexpresión de Nrf1 y Nrf2 en células humanas HepG2 induce la 
expresión de los genes ARE de fase II en condiciones basales y tras el tratamiento con 
tBHQ. In vivo, la función transactivadora de Nrf2 fue analizada utilizando ratones 
deficientes de Nrf2 (39, 94, 143). Estos estudios demostraron el papel esencial de Nrf2 en 
la expresión de los genes de fase II en situación basal y tras el tratamiento con agentes 
xenobióticos. Además, los ratones deficientes en Nrf2 muestran una sensibilidad 
Figure 1. Nrf2 regulates the expression of cytoprotective genes against electrophiles. The boxes indicate 
gene products that have been shown to be regulated by electrophiles in an Nrf2-dependent manner. Small-
molecule antioxidants are written in green letters and reactive intermediates in red. xCT: cystine-glutamate 
transporter; GCL: glutamate–cysteine ligase; G6PD: glucose-6-phosphate dehydrogenase; GPX: glutathione 
peroxidase; GR: glutathione reductase; GSTs: glutathione S-transferases; HO-1: heme oxygenase-1; MRP1: 
multidrug resistance–associated protein 1; NQO1: NAD(P)H quinone oxidoreductase 1; PRX: peroxiredoxin; 
SOD: superoxide dismutase; SRX: sulfiredoxin; TRX: thioredoxin; TXNRD: thioredoxin reductase. This figure is 
modified from (97). 
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aumentada frente a la toxicidad provocada por diferentes compuestos como benzopirenos, 
humo de tabaco o neurotoxinas como 1‐metil‐4‐fenil‐(1,2,3,6)‐tetrahidropiridina (MPTP) 
o ácido 3-nitropropiónico (26, 38, 41, 57, 92, 178-179). Estudios recientes utilizando 
modelos de inflamación por lipopolisacárido (LPS) indican que Nrf2 no sólo promueve la 
respuesta antioxidante sino que también actúa mediando la respuesta antiinflamatoria 
(93, 116, 133).  
Hoy día, Nrf2 es considerado el regulador maestro de la homeostasis redox 
celular. Dada la implicación del estrés oxidativo en diversas patologías como cáncer, 
diabetes, inflamación crónica o enfermedades neurodegenerativas, el conocimiento de las 
vías de regulación de Nrf2 supone un avance fundamental para el tratamiento de estas 
enfermedades.   
1.1 Estructura de Nrf2. 
La proteína de Nrf2 contiene entre 586 y 605 aminoácidos según la especie, y se 
encuentra dividida en seis dominios funcionales (Fig. 2) denominados Neh1-6 (Nrf2-ECH-
homology) (98). Neh1 contiene la cremallera de leucinas (b-zip) y la zona implicada en 
heterodimerización con proteínas de la familia small Maf (95, 113, 138). Neh2 funciona 
como un dominio regulador negativo de Nrf2. El sistema del doble híbrido en levaduras 
usando como cebo el dominio Neh2 permitió identificar a la proteína Keap1 como un 
represor de la actividad de Nrf2 (96). A través del dominio Neh3, Nrf2 se une al dominio 
de unión al ADN de la cromo-ATPasa/helicasa CHD6, que funciona como un co-activador 
transcripcional (156). Neh4 y Neh5 actúan sinergísticamente para unir otro co-activador 
Figure 2. Domain structures of Nrf2 and Keap1. A, Nrf2 possesses six evolutionarily conserved domains 
called Neh1–6. Neh1 serves as the DNA binding and heterodimerization domain with small Maf proteins. 
Neh2 functions as a degron of Nrf2. The transactivation activity of Nrf2 lies in Neh4 and Neh5. These domains 
cooperatively bind CBP. Neh3 is reportedly required for Nrf2 transactivation activity via interaction with 
CHD6. B, In Keap1, shown are the positions of the N-terminal region (NTR), the BTB domain, the intervening 
region (IVR), the Kelch (DGR) domain and the C-terminal region (CTR), and the location of C151, C273 and 
C288. Keap1 dimerises through the BTB domain that is also the domain through which Keap1 binds to Cullin 
3 (Cul3). The Kelch domain forms a 6-bladed β-propeller structure through which Keap1 interacts with the 
Neh2 domain of Nrf2.  
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transcripcional, CBP (112). Se ha descrito que el dominio Neh6 está implicado en la 
regulación negativa de Nrf2 (145) y éste ha sido el objetivo de estudio en esta Tesis. 
1.2 Regulación de Nrf2. 
1.2.1 La vía clásica de Keap1. 
Nrf2 es regulado a nivel postraduccional por la E3-ligasa Keap1 (Kelch-like ECH 
associated protein) (8, 203). Bajo condiciones redox normales, Nrf2 se encuentra unido al 
homodímero de Keap1 en el citosol. Esta unión promueve su ubiquitinación y posterior 
Figure 3. Model of Nrf2 canonical regulation by Keap1. A, In non-stressed conditions, Nrf2 is ubiquitinated 
through the Keap1-Cullin3 ubiquitin ligase complex. As a consequence, the constitutive levels of Nrf2 are very 
low.  B, Upon exposure to electrophile or oxidative stress, Keap1 is modified at its regulatory cysteine 
residues and inactivated (see Figure 4 for more details). Keap1 inactivation enhances Nrf2 nuclear 
accumulation, leading to transcriptional activation of ARE-driven phase II genes (98, 109, 234). 
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degradación por el sistema ubiquitina-proteasoma (Fig. 3A). Recientemente, se ha 
caracterizado el modelo de unión entre Nrf2 y Keap1. Este modelo, denominado de dos 
anclajes (144) o de bisagra y cierre (209), explica la interacción entre Nrf2 y Keap1 en 
condiciones normales y oxidantes (144, 208-209). En condiciones normales, dos 
moléculas de Keap1 se unen a una molécula de Nrf2 a través de los residuos ETGE 
(bisagra) y DLG (cierre) del dominio Neh2 de Nrf2 (Fig. 4). Los dominios ETGE y DLG 
presentan afinidades distintas por Nrf2, siendo el dominio ETGE 100 veces más afin. 
Ambas regiones están conectadas mediante una hélice α, que contiene siete residuos de 
lisina, las cuales son dianas para la ubiquitinación y degradación de Nrf2. En condiciones 
oxidantes, las especies reactivas de oxígeno, los compuestos electrofílicos o los agentes 
xenobióticos provocan la formación de aductos u oxidación de grupos sulfhidrilo de 
algunos de los 25 residuos de cisteína presentes en Keap1. Algunas de estas cisteínas 
actúan como sensores del estado redox celular, siendo las Cys151, 273 y 288 las más 
sensibles a la interacción con compuestos electrofílicos (212-213, 227, 234). Estas 
Figure 4. The interaction between Nrf2 and Keap1 occurs via a “two-site tethering” process, otherwise 
called the “hinge and latch” mechanism. In this model, two motifs, a high-affinity ETGE motif and a low-
affinity DLG motif, within the N-terminal Neh2 domain of Nrf2 each interact with a separate Kelch repeat 
domain present in the Keap1 homodimer. Both the ETGE motif and the DLG motif are required for Keap1 
mediated repression. In addition to its interaction with Nrf2, Keap1 also binds Cullin 3 (Cul3), which forms a 
core E3 ubiquitin ligase complex through an association with Ring-box1 protein (Rbx1, also called Roc1). The 
Keap1-Cul3-Rbx1 complex is able to ubiquitinate Nrf2 and target it for proteasomal degradation only under 
normal redox conditions, and upon exposure to oxidants or electrophiles, Cys-151, Cys-273, and Cys-288 in 
Keap1 become modified, leading to disturbance of the interaction between Nrf2 and Keap1. Failure of Nrf2 to 
dock simultaneously onto both Kelch repeat domains enables it to escape ubiquitination by Cul3-Rbx1. 
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modificaciones suponen un cambio en la estructura del dímero de Keap1 de forma que su 
asociación con el motivo DLG de Nrf2 se rompe (Fig. 4). No ocurre así con la interacción 
entre Keap1 y el dominio ETGE de Nrf2 que se mantiene. Sin embargo, el cambio 
conformacional de esta estructura tiene como consecuencia que Nrf2 no adopta la 
conformación correcta para ser ubiquitinado y por lo tanto, aunque permanece unido, no 
puede ser degradado y provoca el secuestro de Keap1. Este mecanismo permite a la 
proteína Nrf2 de nueva síntesis escapar a la interacción con Keap1, de manera que se 
estabiliza y se transloca al núcleo (Fig. 3B). Es en este compartimento donde Nrf2 
heterodimeriza con las proteínas small Maf y se une a los ARE de los promotores de los 
genes de fase II. 
1.2.2  La regulación de Nrf2 a través de vías de señalización. 
Nrf2 es una proteína de carácter ácido (punto isoeléctrico, pI 4.46) con 46 
residuos de Asp y 57 de Glu. Además, un 17% de los residuos de Nrf2 son Ser (66), Thr 
(26) o Tyr (10). Estos sitios podrían ser dianas de fosforilación para varias quinasas,  
incrementando aún más su naturaleza ácida. Nrf2 posee una masa molecular teórica de 67 
kDa pero exhibe un patrón anómalo en SDS-PAGE, migrando con una masa molecular 
aparente de 96-100 kDa (148). Esto es debido, en parte, a su naturaleza ácida y a su 
fosforilación. La presencia de varios sitios putativos de fosforilación en Nrf2 dificulta la 
identificación de fosforilaciones relevantes que afecten su actividad transcripcional. A 
continuación se describen varias quinasas implicadas en el control de Nrf2 (Fig. 5). 
Proteína quinasa C (PKC). Las primeras evidencias que relacionan la activación 
de PKC con la expresión de genes de fase II fueron obtenidas mediante el uso de ésteres de 
forbol (2, 59, 154). Estos compuestos promotores de tumores, que activan PKC, indujeron 
Figure 5. Protein kinase regulation of Nrf2. The figure shows only those residues or regions that have been 
reported to be phosphorylated in vivo and whose mutations have been analyzed. The putative effect of 
phosphorylation on Nrf2 activity also is indicated. For Zipper and Mulcahy’s study, which was conducted with 
human Nrf2, the residue numbers have been corrected for the mouse sequence. 
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la expresión de los genes GSTA1 y GSTA2 in vivo. Más adelante, el grupo del Dr. Pickett 
demostró que Nrf2 es fosforilado por PKC conduciendo a la activación de los genes de fase 
II, sugiriendo que la fosforilación directa de Nrf2 conduce a su translocación nuclear para 
potenciar la respuesta frente a daño oxidativo (89). De manera independiente dos grupos 
identificaron a la Ser40 de Nrf2 como el residuo fosforilado por PKC (23, 88). Esta 
fosforilación promueve un cambio conformacional que conduce a la disociación de Keap1 
y Nrf2. Un estudio posterior del grupo del Dr. Jaiswal (157) sugiere que no sólo es 
necesaria la fosforilación de la Ser40 por PKC sino que la modificación de la Cys151 de Keap1 
también es requerida para su liberación de Keap1, por lo que la contribución de esta 
fosforilación en la regulación de Nrf2 es limitada.  
Proteinas quinasas activadas por mitógenos (MAP quinasas). Numerosos 
estudios demuestran que los compuestos xenobióticos activan las vías de señalización de 
MAP quinasas representadas por la quinasa del extremo NH2 de c-Jun (JNK), la quinasa 
regulada por señales extracelulares (ERK1/2) y la quinasa p38 (200). Estas quinasas 
catalizan la fosforilación de Ser o Thr adyacentes a un residuo de Pro. Nrf2 contiene 6 
residuos de SP altamente conservados que son posibles sitios de fosforilación por estas 
quinasas (Fig. 5). Varios grupos han modificado la actividad de las MAP quinasas mediante 
estrategias farmacológicas y genéticas para determinar su importancia en la actividad 
transcripcional de Nrf2 (114, 192, 225, 232). Sin embargo, los resultados obtenidos no 
están claros o incluso son contradictorios (192, 242). Recientemente, el grupo de la Dra. 
Zhang ha descrito la fosforilación de Nrf2 por MAP quinasas in vivo por espectrometría de 
masas (200). Identificaron 5 sitios de fosforilación (Ser215, Ser408, Ser558, Thr559 y Ser577) de 
los cuales 3 son dirigidos a prolina. Sin embargo, la mutación puntual de estos residuos no 
tuvo un efecto concluyente en la función de Nrf2. Únicamente se observó un leve 
incremento en los niveles nucleares. En conjunto, estos resultados indican que la 
fosforilación directa de Nrf2 por MAP quinasas tiene una contribución limitada en la 
modulación de Nrf2.  
La vía de PI3K/Akt/GSK-3. La vía de supervivencia, representada por la 
fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) y la Ser/Thr proteína quinasa Akt, activa la expresión 
de las enzimas de detoxificación y protege frente a agentes oxidativos (185), sugiriendo la 
participación de Nrf2 en la mediación de esta respuesta. Varios estudios revelan que la 
ruta de PI3K participa en la translocación de Nrf2 desde el citosol al núcleo (110, 128). 
Considerando la posibilidad de que una proteína quinasa por debajo de PI3K fuese la 
responsable de la modulación de Nrf2, el grupo del Dr. Cuadrado (140) demostró que el 
carnosol, un diterpeno fenólico derivado del romero, utiliza a Akt para inducir la expresión 
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de HO-1 dependiente de Nrf2 en células de feocromocitoma PC12. Akt cataliza la 
fosforilación de Ser/Thr en la secuencia consenso RxxS/TxS. Esta secuencia no se 
encuentra en Nrf2, sugiriendo la existencia de un nexo indirecto de unión entre Akt y Nrf2. 
Entre las proteínas reguladas por Akt se encuentra la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK-3), 
que se describirá en profundidad más adelante. La primera evidencia de que GSK-3 inhibe 
Nrf2 fue descrita en C. elegans (4). En ausencia de estrés oxidativo, la fosforilación de SKN-
1, el ortólogo de Nrf1/2 en C. elegans, impide su acumulación en el núcleo evitando su 
funcionamiento constitutivo en las células epiteliales de su intestino. Los autores 
identificaron un grupo de 4 serinas fosforiladas por GSK-3 conservadas en Nrf1 de 
mamífero. También señalaron un sitio putativo de fosforilación por GSK-3 en Nrf2 de 
mamífero pero estudios de mutagénesis realizados en el grupo del Dr. Cuadrado 
demostraron que esta secuencia no está realmente regulada por GSK-3 (observaciones no 
publicadas). Posteriormente, se estudió en mamíferos que GSK-3 promueve la exclusión 
nuclear de Nrf2 (180, 184). Sin embargo, el mecanismo molecular a través del cual GSK-3 
modula la actividad de Nrf2 se desconoce. A lo largo de esta Tesis se han utilizado 
diferentes abordajes para analizar el mecanismo de regulación de Nrf2 por GSK-3. 
Familia Src de proteína tirosina quinasas. El grupo del Dr. Jaiswal ha descrito 
la fosforilación de la Tyr568 de Nrf2. Dicha fosforilación promueve el exporte nuclear de 
Nrf2 dependiente de la exportina Crm1 y su posterior degradación (101). La relación con 
el estrés oxidativo se estableció mediante experimentos adicionales que revelaron que el 
eje GSK-3/Tyr quinasa Fyn participa en la regulación de Nrf2. El peróxido de hidrógeno 
provoca la fosforilación de la Tyr216 de GSK-3β promoviendo su activación. GSK-3β 
fosforila entonces a Fyn en residuos de Thr. Fyn fosforilado se acumula en el núcleo y 
fosforila a Nrf2 en la Tyr568 promoviendo su exporte y degradación. Posteriormente, este 
grupo ha descrito un mecanismo alternativo de regulación de Nrf2 por GSK-3β que implica 
la translocación nuclear de otras quinasas de esta familia como Src, Yes y Fgr (100, 158). 
Caseína quinasa CK2. De acuerdo con el trabajo de Pi (167), la Ser/Thr quinasa 
CK2 promueve la degradación de Nrf2 a través de su fosforilación. La secuencia humana 
de Nrf2 posee 13 sitios candidatos de fosforilación por CK2, 11 de ellos conservados entre 
diferentes especies. Sin embargo, la mutación puntual de estos 13 sitios no alteró la 
movilidad electroforética de Nrf2, sugiriendo la existencia de otros sitios adicionales. En 
otro estudio, la deleción desde ambos extremos C y N terminales de Nrf2 indicaron que la 
región fosforilada por CK2 se encuentra entre los dominios Neh4 y Neh5 de Nrf2 (7). 
Aunque ambos estudios indican que CK2 fosforila a Nrf2, las consecuencias de esta 
INTRODUCCIÓN 
45 | P á g i n a  
 
modificación son distintas ya que el primero analiza la inducción de CK2 por estrés y el 
segundo en condiciones basales.  
Respuesta frente a estrés de retículo endoplásmico (RE). La respuesta frente 
a proteínas mal plegadas (Unfolded protein response, UPR) es un mecanismo de defensa 
activado por acumulación de estas proteínas en el RE. La proteína quinasa PERK participa 
en la fase temprana de la UPR fosforilando eIF2a, bloqueando así la traducción de 
proteínas. El grupo del Dr. Diehl (36) identificó a Nrf2 como otro sustrato de PERK. La UPR 
da lugar al importe nuclear de Nrf2 permaneciendo Keap1 en el citosol. Aún no se conocen 
los residuos que son fosforilados por PERK, pero puesto que el complejo Nrf2/Keap1 se 
disocia,  podría ocurrir sobre el dominio Neh2 de Nrf2.  
1.3 Nrf2 como diana farmacológica de patologías relacionadas con estrés oxidativo.  
1.3.1 Inductores de Nrf2. 
Teniendo en cuenta el papel clave de Nrf2 en el control de la homeostasis redox 
celular, Nrf2 podría ser una novedosa diana farmacológica para aportar un beneficio 
terapéutico frente a enfermedades relacionadas con estrés oxidativo, como cáncer, 
diabetes, epilepsia o enfermedades neurodegenerativas. La vía clásica de Keap1/Nrf2 se 
activa por la presencia de compuestos endógenos como 15-deoxi-Δ12,14-prostaglandina 
J2 (PG-J2), ácido nitro-oleico, óxido nítrico, peróxido de hidrógeno o sulfuro de hidrógeno, 
pero también se puede activar mediante el tratamiento con agentes exógenos procedentes 
de la dieta o de origen sintético. En función de su estructura química de estos compuestos 
se han clasificado en diez grupos (Fig. 6) (8, 49, 84). La mayoría de los compuestos 
inductores de Nrf2 más utilizados tanto en modelos animales como in vitro se encuentran 
entre los cuatro primeros grupos. A lo largo de esta Tesis se utilizarán tres inductores de 
Nrf2: tert-butilhidroquinona (tBHQ), sulforafano (SFN) y ácido nordihidroguayarético 
(NDGA). 
 Ácido nordihidroguayarético (NDGA). 
El ácido nordihidroguayarético (NDGA, 4-[4-(3,4-dihidroxifenil)-2,3-
dimethilbutil]benzeno-1,2-diol)) es un potente antioxidante que está presente en altas 
concentraciones en las hojas de la creosota o chaparral (Larrea tridentata) (Fig. 6.1). El 
NDGA pertenece al grupo de compuestos difenólicos de naturaleza bifuncional, ya que es 
una molécula antioxidante que puede secuestrar anión peroxinitrito, oxígeno, radical 
hidroxilo y ácido hipocloroso (6, 62, 226), pero también actúa activando la expresión de 
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genes antioxidantes. Recientemente, el grupo del Dr. Cuadrado ha descrito que el NDGA 
protege frente a estrés oxidativo a neuronas granulares de cerebelo mediante la activación 
de Nrf2 y la inducción de genes citoprotectores, como HO-1 (71). El mecanismo a través 
del cual el NDGA provoca la inducción de Nrf2 será objeto de estudio en esta Tesis. 
Figure 6. Classification of phase II gene inducers. At least 10 chemical classes of classical gene inducers 
have been identiﬁed (84). Note the molecular structure of NDGA in group 1 with two cathecol rings that can 
be oxidized to catechol quinones. 
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 Tert-butilhidroquinona (tBHQ). 
A finales de la década de 1970, Talalay y colaboradores describieron que la 
administración en la dieta del compuesto fenólico BHA (2(3)-tert-butil-4-hidroxianisol) en 
ratones reducía la formación de metabolitos mutagénicos de benzopirenos e inducía las 
enzimas GST y NQO1 en diversos tejidos (14-16). Estudios realizados con la versión 
demetilada de BHA, la tert-butilhidroquinona (tBHQ) demuestran que la presencia del 
radical fenol libre hace que sea más potente que el BHA en la inducción de estos genes (43, 
175-176). La tBHQ es comúnmente utilizada como inductor de Nrf2 in vitro e in vivo (105-
106, 115). Recientemente, se ha descrito que la tBHQ ejerce un efecto neuroprotector 
frente a daño oxidativo y apoptosis inducida por el péptido β-amiloide (Aβ) en neuronas 
en cultivo (53) y en ratas inyectadas con Aβ (160), y además reduce la acumulación del 
péptido Aβ que constituye las placas seniles en la enfermedad de Alzheimer. Este tipo de 
compuestos inducen la activación de Nrf2 a través de un mecanismo bifásico que consiste 
en la oxidación de los grupos difenoles a sus correspondientes derivados quinona, seguido 
de la modificación de las cisteínas reactivas de Keap1 (13) (Fig. 6.1).  
 Sulforafano (SFN). 
Los isotiocianatos se producen de manera natural a partir de precursores 
glucosinatolatos que son abundantes en vegetales crucíferos como, por ejemplo, de la 
familia Brassicaceae, que incluye la Brassica oleracea (brócoli, repollo, coliflor y coles de 
Bruselas) y la B. rapa (col china y nabo) (58, 72). Químicamente, los isotiocianatos se 
caracterizan por un el grupo –N=C=S, cuyo átomo de carbono central es altamente 
electrofílico y reacciona con los grupos sulfhidrilo generando un ditiocarbamato (Fig. 6.2). 
El isotiocianato mejor caracterizado es el sulforafano [1-isotiocianato-4-
(metilsulfinil)butano]. Fue aislado a partir de las yemas de brócoli de tres días y se trata de 
uno de los activadores más potentes de Nrf2 que se conocen (236). El sulforafano 
reacciona con los grupos tiol de las cisteínas reactivas de Keap1 para formar aductos 
tionoacil (50), promoviendo la inactivación de Keap1 y por tanto permitiendo la 
estabilización de Nrf2. El sulforafano se ha utilizando en diferentes modelos in vivo para 
inducir la respuesta antioxidante mediada por Nrf2, como por ejemplo isquemia-
reperfusión (238), hipoxia (169), inflamación por LPS (93) y neurodegeneración 
producida por las toxinas parkinsonianas 6-OHDA y MPTP (24, 62). 
El estudio de los mecanismos de acción de estos agentes xenobióticos se ha 
centrado fundamentalmente en la modulación de la asociación de Keap1 y Nrf2. Sin 
embargo, como ya se ha comentado, Nrf2 es fosforilado en respuesta a diversas cascadas 
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de señalización, como PI3K/Akt o las MAP quinasas, lo cual sugiere mecanismo adicionales 
de regulación. Recientemente, se ha descrito que algunos agentes xenobióticos también 
promueven la activación de Nrf2 a través de estas rutas. Por ejemplo, el carnosol, la tBHQ, 
los triterpenoides y las estatinas promueven la activación de la vía de PI3K/Akt (9, 40, 
128, 140, 171) y la curcumina, el ácido α-lipoico o la quercetina causan la activación de las 
MAP quinasas p38, JNK o ERK (9, 131, 171).  
La regulación farmacológica de las quinasas que componen estas vías supone un 
abordaje terapéutico alternativo a los inductores clásicos. A lo largo de esta Tesis, 
utilizaremos el NDGA como agente modelo de activación de Nrf2 dependiente de Keap1 y 
de vías de señalización de quinasas, y nos centraremos en la quinasa GSK-3 como diana 
farmacológica para la modulación de Nrf2. 
1.3.2 Regulación farmacológica de Nrf2 en un modelo de excitotoxidad inducida 
por kainato. 
El estrés oxidativo es un elemento clave en la etiopatología de muchas 
enfermedades neurológicas como la epilepsia lóbulo temporal y enfermedades 
neurodegenerativas como son la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer. La 
excitotoxicidad mediada por los receptores de glutamato, NMDA y AMPA, puede estar 
implicada en la patología de estas enfermedades neurológicas, dado que una de sus 
características principales es la generación masiva de ROS que conduce a muerte celular 
por apoptosis y necrosis (52, 177, 189). Así, la sobreexcitación de estos receptores por un 
exceso de glutamato o por excitotoxinas como NMDA o kainato provoca la entrada de 
iones de calcio en la célula. Una de las consecuencias de esta entrada masiva de calcio es la 
despolarización de la mitocondria y la liberación de ROS.  
El kainato (KA) es un análogo del glutamato y por tanto mimetiza su efecto  sobre 
los receptores de glutamato, NMDA y AMPA, aumentando los niveles de calcio intracelular 
y los niveles de ROS (61, 66-67, 135, 155). El kainato cruza la barrera hematoencefálica y 
promueve alteraciones del hipocampo que se parecen a las que ocurren en la epilepsia 
lóbulo temporal, incluyendo la pérdida neuronal en la región CA3 del hipocampo (12). 
Estudios recientes (25, 69, 118) sugieren que GSK-3 está implicada en la señalización 
intracelular asociada a la excitotoxicidad inducida por kainato; sin embargo, aún se 
desconoce cómo GSK-3 actúa controlando este mecanismo. Ya que en esta Tesis 
describiremos que Nrf2 es regulado por GSK-3, hemos estudiado el posible valor de esta 
regulación en un modelo de excitotoxicidad inducida por kainato.  
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2 Glucógeno sintasa quinasa 3.  
La glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) (EC 2.7.11.26) es una Ser/Thr proteína 
quinasa que fue descrita en 1980 (56) como la quinasa reguladora de la glucógeno sintasa 
(GS), enzima clave en la síntesis del glucógeno. Sin embargo, a pesar de su nombre, esta 
enzima está implicada en muchos otros procesos celulares tales como la señalización de 
insulina, proliferación celular, función neuronal, oncogénesis o desarrollo embrionario. 
Dadas sus múltiples funciones, esta quinasa ha sido relacionada con diferentes patologías 
como diabetes, cáncer, trastorno bipolar o enfermedad de Alzheimer. 
A diferencia de otras quinasas, GSK-3 está activa en condiciones basales y se 
inactiva en respuesta a diferentes señales celulares (51, 77). GSK-3 fosforila a sus 
sustratos dentro de un motivo consenso cuya secuencia es Ser/Thr(X)1-4pSer/pThr, siendo 
X cualquier aminoácido y pSer/pThr un residuo previamente fosforilado por otras 
quinasas (residuo primado). Sin embargo, no en todos los casos es necesario este 
requisito, ya que GSK-3 también puede fosforilar sin necesidad de primado en residuos de 
Ser o Thr dirigidos a Pro (201).  
2.1 GSK-3α y GSK-3β. 
GSK-3 posee dos isoformas codificadas por dos genes diferentes, GSK3A y GSK3B 
que codifican GSK-3α y GSK-3β, respectivamente. GSK-3α tiene un peso molecular mayor 
que GSK-3β debido a que contiene una extensión en su dominio N-terminal (220-221). 
Estas dos isoformas comparten un 85% de homología, siendo prácticamente homólogas en 
el dominio quinasa (97%). Sin embargo, en ciertos casos la función de ambas isoformas no 
es redundante. Por ejemplo, la deleción de GSK-3β provoca letalidad embrionaria en el día 
E16 (83). Aunque ambas isoformas son ubicuas en todos los tejidos, GSK-3β es 
particularmente abundante en cerebro. Una variante alternativa de GSK-3β llamada GSK-
3β2, que contiene un inserto de 13 aminoácidos dentro del dominio quinasa, ha sido 
identificada recientemente (149). Esta isoforma sólo se expresa en neuronas 
diferenciadas, no en células gliales (219), sugiriendo un papel en la iniciación de la 
diferenciación neuronal y en el mantenimiento de las neuronas durante el desarrollo del 
sistema nervioso. 
2.2 Regulación de GSK-3. 
Se han descrito más de 40 proteínas como sustratos de GSK-3. Entre ellas al 
menos una docena son factores de transcripción. Este alto número indica el gran potencial 
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de GSK-3 para controlar varias funciones celulares. Esto sugiere que la actividad de esta 
quinasa debe estar cuidadosamente regulada.  
GSK-3 está regulada por fosforilación de una serina N-terminal en el dominio 
pseudosustrato, Ser21 en GSK-3α y Ser9 en GSK-3β. Varias quinasas pueden fosforilar 
estas serinas, incluyendo a Akt, proteína quinasa A (PKA), proteína quinasa C (PKC) y 
p90Rsk (Fig. 7). Diversos estímulos, como la insulina o el choque térmico o el estrés 
oxidativo, pueden conducir a la activación de la vía de PI3K/Akt promoviendo la inhibición 
de GSK-3 (21, 34, 55, 205). Además de este residuo de Ser, otros dos sitios de inactivación 
de GSK-3β han sido descritos recientemente. Uno de ellos es la Thr43, que es fosforilada 
por ERK1/2 (48), y el otro es la Ser289 de ratón o Thr390 humana de GSK-3β, que es 
fosforilada por p38 MAPK (207). La fosforilación de estas serinas  inhibe a GSK-3β de 
manera directa y de manera indirecta al aumentar la capacidad de la Ser9  para ser 
fosforilada por otras quinasas. 
Por otra parte, la fosforilación de la Tyr 279 de GSK-3α o 216 de GSK-3β de su 
segmento de activación (T-loop) incrementa su actividad quinasa (187). Diversos estudios 
Figure 7. Regulation of GSK-3 by phosphorylation. Inhibitory pathways, Many kinases are capable of 
phosphorylating GSK-3 at Ser21/Ser9 promoting its inactivation, such as Akt, ILK, PKA, and p90Rsk. 
Moreover, many physiological situations of inhibition of GSK-3 correlate with serine phosphorylation, such as 
Insulin/IGF1, integrins or growth factors. Additionally, two other regulatory sites have been described. One is 
the threonine 43, present only in the isoform GSK-3β, which may be phosphorylated by ERK1/2. This 
phosphorylation correlated with GSK-3 inhibition. Second, serine 389 and threonine 390 present in GSK-3β 
have been shown to be phosphorylated by p38 MAPK. In both cases, the data suggested that this 
phosphorylation may increase the capacity of Ser-9 to be phosphorylated rather than promote a direct 
inhibition. Activation pathways, Different candidates such as Pyk-2 and Fyn kinases have been reported to 
be able to phosphorylate GSK-3 in vitro on Tyr279/216 of  GSK-3α/ β. More recently, an alternative 
hypothesis has been proposed suggesting that Tyr phosphorylation corresponds to an intramolecular 
autophosphorylation event that may be regulated by Hsp90. 
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señalan varios candidatos, como Pyk-2 o Fyn, capaces de fosforilar a GSK-3 (76, 119, 129) 
(Fig. 7). Sin embargo, algunos trabajos recientes sugieren que dicha Tyr se modifica por un 
mecanismo de autofosforilación dependiente de Hsp90 de manera constitutiva durante o 
inmediatamente después de su síntesis ribosomal, como parte de su maduración 
postraducional, alcanzando así su estado catalíticamente activo (31, 136). Por tanto, la 
regulación a nivel de la Y279/216 estaría mediada principalmente por fosfoTyr fosfatasas 
que mantendrían al enzima en estado inactivo. 
La isoforma GSK-3β también es regulada a través de su localización celular. GSK-
3β es preferentemente citosólica, sin embargo, también se encuentra en el núcleo, donde 
está más activada en comparación con la versión citosólica (19). Los niveles nucleares de 
GSK-3β varían en función de las señales intracelulares, como por ejemplo, durante el ciclo 
celular. Durante la fase S, GSK-3β aumenta en el núcleo, facilitando así la fosforilación de 
ciclina D1 (46). También, en procesos de apoptosis inducida por deprivación de suero, 
choque térmico y estaurosporina, los niveles nucleares de GSK-3β se incrementan (20). 
Esta acumulación es independiente de la fosforilación de GSK-3β en la Ser9 o en la Tyr216 
y precede a la activación de caspasas. Recientemente, se ha descrito un mecanismo 
adicional que implica que tras la activación de la vía canónica de Wnt, GSK-3β es 
secuestrado dentro de cuerpos multivesiculares, de manera que la enzima se encuentra 
separada de la mayoría de sus sustratos (204).  
GSK-3β también interacciona con diferentes proteínas scaffold o estructurales. El 
modelo más conocido es el de la vía canónica de Wnt. En este caso, GSK-3β se asocia con 
axina y APC (adenomatous polyposis coli), fosforilando ambas proteínas y estabilizando el 
complejo.  Este sistema es capaz de unirse a β-catenina, promoviendo su fosforilación por 
GSK-3β y facilitando su degradación por la vía del proteasoma (198, 231). En esta Tesis 
utilizaremos la regulación de β-catenina por GSK-3 como control de su actividad. 
2.3 Funciones celulares controladas por GSK-3. 
Los sustratos de GSK-3 se pueden dividir en tres grupos, dependiendo de la 
función que desempeñen (Tabla 1). 
GSK-3 regula diferentes enzimas relacionadas con procesos metabólicos y de 
señalización. La mejor conocida es glucógeno sintasa (GS), enzima limitante en la síntesis 
de glucógeno. Otras enzimas metabólicas reguladas por GSK-3 son la piruvato 
deshidrogenasa, la acetilCoA carboxilasa o la ATP-citrato liasa.  
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Metabolic and signaling proteins Structural proteins Transcription factors 
AcetylCoA carboxylase 
APC 
APP 
ATP-citrate lyase 
Axin 
Cyclic AMP-dependent 
protein kinase 
Cyclin D1 
Cyclin E 
eIF2B 
Glycogen synthase 
IRS-1 
LRP5/6 
Myelin basic protein 
NGF receptor 
Nucleoporin p62 
p21 
Presenillin-1 
Protein phosphatase inhibitor-2 
Protein phosphatase 1 
Protein kinase A (subunit RII) 
Pyruvate dehydrogenase 
DF3/MUC1 
Dynamin-like protein 
Kinesin light chain 
MAP1B 
MAP2 
NCAM 
Neurofilaments 
Ninein 
Tau 
Telokin (KRP) 
AP-1 (Jun family) 
β-catenin 
C/EBP 
CREB 
GATA4 
Glucocorticoid receptor 
HIF-1 
HSF-1 
Mash-1 
MITF 
c-Myb 
c-Myc 
NeuroD 
NFAT 
NFκB (p65 y p105) 
Notch 
p53 
Snail 
TCF 
 
Entre los sustratos de GSK-3 también se encuentran proteínas de tipo 
estructural como las proteínas del citoesqueleto asociadas a microtúbulos, MAP 
(microtubule associated protein), entre ellas, Tau y subtipos de MAP1 y MAP2. La 
estabilidad de los microtúbulos depende de las MAP, cuya función está regulada por 
mecanismos de fosforilación-defosforilación. Tau es el componente principal de los ovillos 
neurofibrilares, característicos de la enfermedad de Alzheimer. In vivo, Tau fue 
identificado como sustrato de GSK-3 en 1992 (75). GSK-3, en cooperación con otras 
quinasas, fosforila a Tau en al menos 10 sitios diferentes. Además, GSK-3 ha sido 
Table 1. Mammalian proteins phosphorylated by GSK-3. Abbreviations: AP-1, activator protein-1; APC, 
adenomatous polyposis coli gene product; C/EBP, CCAAT/enhancer-binding protein; CREB, cyclic AMP 
response element binding protein; DF3/MUC1, high molecular weight mucin-like glycoprotein; eIF2B, 
Eukaryotic initiation factor 2B; HIF-1, hypoxia-inducible factor-1; HSF-1, heat shock factor-1; KRP, kinase-
related protein; MAP, microtubule-associated protein; Mash1, mammalian achaete-scute homolog 1; MITF, 
microphthalmia-associated transcription factor; NFAT, nuclear factor of activated T cells; NF-kB, nuclear 
factor kB; NGF, nerve growth factor; TCF, T cell factor. 
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recientemente propuesta como el enlace entre las dos características patológicas de la 
enfermedad de Alzheimer, las placas seniles y los ovillos neurofibrilares (150).  
GSK-3 también controla la actividad de varios factores de transcripción, como 
por ejemplo, β-catenina, Snail, AP-1 (activator protein-1), NFAT (nuclear factor of activated 
T cells) y HSF1 (heat shock factor 1), en la mayoría de los casos, promoviendo su 
inhibición. 
3 La degradación de Nrf2 por el sistema ubiquitina-proteasoma como mecanismo 
de regulación. 
El sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) controla las vías celulares implicadas en 
procesos de homeostasis celular, incluidas proliferación y supervivencia (168). Varios 
estudios sugieren que la activación constitutiva de Nrf2 como consecuencia de mutaciones 
en Keap1 o en Nrf2 promueve una respuesta antioxidante alterada, aumentando la 
proliferación celular y haciendo a las células quimiorresistentes (120, 162, 194). Estos 
resultados evidencian la necesidad de controlar de los niveles de Nrf2 para mantener la 
homeostasis redox celular.  
3.1 Funcionamiento del sistema ubiquitina-proteasoma. 
La ubiquitina es una proteína reguladora que se encuentra en la mayoría de los 
tejidos de los organismos eucariotas. La unión covalente de la ubiquitina con una lisina del 
sustrato media su reconocimiento y su degradación por el proteasoma. La reacción de 
ubiquitinación requiere la coordinación de tres clases diferentes de enzimas: E1, E2 y E3 
(Fig. 8). La enzima activadora de ubiquitina, E1, y la enzima conjugadora de ubiquitina, E2, 
están involucradas en activar y transferir la ubiquitina a través de la formación de un 
enlace tioéster. Las enzimas E3 ubiquitina ligasa son complejos multiproteicos que 
Figure 8. The ubiquitin-proteasome system. Ubiquitin modification is an ATP-dependent process carried 
out by three classes of enzymes. The ubiquitin activating enzyme (E1) forms a thio-ester bond with ubiquitin, 
a highly conserved 76 amino acid protein. This reaction allows subsequent binding of ubiquitin to a ubiquitin 
conjugating enzyme (E2), followed by the formation of an isopeptide bond between the carboxy-terminus of 
ubiquitin and a lysine residue on the substrate protein. The latter reaction requires a “ubiquitin ligase” (E3). 
E3 enzymes function as the substrate recognition modules of the system and are capable of interaction with 
both E2 and substrate. 
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reconocen específicamente sus sustratos y median la transferencia de ubiquitina entre E2 
y el sustrato, marcándolo para su degradación. 
3.2 Clasificación de los complejos de degradación. 
Los complejos de degradación se han clasificado en dos grupos según el tipo de 
E3 ubiquitina ligasa que compone el sistema: tipo dominio HECT (Homologous to the E6-
AP Carboxyl Terminus (90)) y tipo RING-Finger (Really Interesting New Gene (107)). Las E3 
ligasas HECT muestran actividad catalítica mientras que la del tipo RING promueven la 
ubiquitinación aproximando la enzima E2 al sustrato. Las tipo RING se dividen en dos 
grupos: con una subunidad o con múltiples subunidades (68). Estudios genéticos y 
bioquímicos, principalmente realizados en levaduras, han permitido la identificación y 
caracterización de dos tipos de E3 ligasas RING con múltiples subunidades: el complejo 
APC/C (anaphase promoting complex/cyclosome) y los complejos CDL (Cullin dependent 
ligase). Estos complejos a su vez se dividen en varios subtipos en función de la proteína 
Cullin que los forme. Se han descrito hasta siete clases de Cullin, siendo los complejos 
formados por Cul3 y por Cul1 los mejor caracterizados hasta el momento y los más 
relevantes para esta Tesis (Fig. 9).  
3.2.1 E3 ligasa  Cul3/Keap1. 
Los complejos de degradación centrados en la proteína Cullin3 unen por un lado 
a la proteína Rbx1 (también llamada Hrt1 o Roc1), encargada de acoplar la enzima E2, y 
por otro lado a proteínas de la familia BTB (Bric-à-Brac, tramtrack, broad complex), como 
Keap1, cuya función es unir al sustrato (Fig. 9C). Estas proteínas interaccionan con Cul3, 
pero no con otras Cullin, indicando la especificidad de este sistema de degradación. Existe 
un gran número de proteínas BTB, la mayoría de ellas implicadas en la regulación de la 
dinámica de microtúbulos y microfilamentos, transcripción y mecanismos de apoptosis.  
Figure 9. The seven Cullin-ring ligases. A, Cul1, B, Cul2, C, Cul3, D, Cul4A and Cul4B, E, Cul4B, F, Cul5, and G, 
Cul7 Cullin-ring ligases. Words listed in red are all domain names. BPA, BPB, and BPC are the three propeller 
domains of DDB1. Figure modified from (212). 
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Entre los casos más representativos está la regulación de Nrf2 por Keap1 (Fig. 
9C). Keap1 se une a través de su dominio BTB a Cullin3, mientras que a través del dominio 
Kelch permanece unido a Nrf2. De esta forma, aproxima Nrf2 a la enzima conjugadora E2, 
promoviendo la transferencia de moléculas de ubiquitina hacia los residuos de lisina del 
dominio Neh2 de Nrf2, y marcándolo así para degradación por el proteasoma (35, 122, 
234). Este complejo es sensible a agentes xenobióticos y estrés oxidativo debido a que, 
como se ha descrito anteriormente (Fig. 4), las cisteínas reactivas del dominio BTB de 
Keap1 se modifican evitando la orientación correcta de Keap1 para transferir ubiquitina a 
Nrf2 desde la E2 (50, 54, 85-86, 213, 233). 
3.2.2 El complejo SCF/β-TrCP (Skp1-Cullin1-proteínas Fbox/β-TrCP). 
Los complejos Skp1-Cullin1-proteínas Fbox o SCF marcan para degradación a 
multitud de sustratos en levaduras y en eucariotas superiores. La resolución de la 
estructura cristalizada del complejo fue un importante paso hacia el entendimiento de la 
composición molecular y la función de este sistema de degradación (188, 239). En este 
complejo, la unidad Cul1 funciona como un anclaje molecular que interacciona 
simultáneamente a través de su extremo N-terminal con la proteína adaptadora Skp1 (S-
phase-kinase-associated protein-1) y a través de su extremo C-terminal con la proteína 
Rbx1, que a su vez, une a la enzima E2 (Fig. 9A). La proteína Skp1 funciona como enlace 
entre el complejo formado por Cul1 y las proteínas encargadas del reconocimiento 
específico de cada sustrato, llamadas proteínas Fbox. Este tipo de proteínas se 
caracterizan por tener una secuencia conservada de 40 aminoácidos denominada el 
dominio Fbox, a través del cual se unen a Skp1. La especificidad de sustrato está 
determinada por su dominio C-terminal, que contiene diversos motivos de interacción 
proteína-proteína, entre las que se pueden encontrar repeticiones ricas en leucina (LRR) y 
repeticiones WD (WD40) (45, 65). En función de la secuencia de estos dominios, las 
proteínas Fbox se clasifican en Fbw, Fbl y Fbx (28, 218). 
La proteína β-TrCP (β-Transducin repeat-Containing Protein) pertenece a la 
familia Fbw (F-box/WD40 repeat containing protein), cuyas características principales son 
la presencia de un motivo Fbox de 42-48 aminoácidos en el extremo N-terminal y siete 
repeticiones WD40 en su extremo C-terminal que constituyen una hélice beta (Fig. 10A). 
Dentro de esta familia se encuentran las versiones de mamífero β-TrCP1 (también llamado 
FWD1 o Fbw1a (137, 229)) y  β-TrCP2 (denominado HOS o Fbw1b (17, 64, 202)). β-TrCP 
está muy conservado desde Xenopus hasta humano, especialmente dentro de los motivos 
Fbox y WD40. Además, la organización de los genes es similar para las versiones en 
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Xenopus (10) y humanas de β-TrCP1 (localizada en el cromosoma 10q24 (42)) y β-TrCP2 
(localizada en el cromosoma 5q35 (124)). Las diferencias entre las estructuras primarias 
de las proteínas β-TrCP1 y β-TrCP2 son más notables en sus extremos N-terminales, 
próximos al motivo F-box. A pesar de estas diferencias, gracias a estudios con RNA de 
interferencia y con ratones deficientes en β-TrCP1, se ha demostrado que ambas isoformas 
tienen un papel redundante en la ubiqutinación y degradación de algunos sustratos como 
Emi, IκB y β-catenina (70, 153).  
El reconocimiento de los sustratos por la E3 ligasa β-TrCP requiere la presencia 
de un motivo de degradación que sigue el patrón KmDSGX(1-4)S, donde la serinas han de 
estar fosforiladas (Fig. 10B y C). Además, la mayoría de estos sustratos presentan un 
residuo de lisina para la conjugación de ubiquitina situada normalmente entre 9 y 13 
aminoácidos separados hacia N-terminal. La proteína del virus VIH-1, Vpu fue la primera 
en la que se describió la existencia de este dominio y su interacción con β-TrCP humano 
(137). Los primeros estudios de mutagénesis del dominio DSGX(1-4)S se realizaron sobre 
IκB y revelaron que la interacción con β-TrCP requería la fosforilación de ambas serinas 
(3, 228) y que la secuencia DSG era necesaria para alcanzar la ubiquitinación máxima (78). 
Dentro de las posibles quinasas candidatas a fosforilar este dominio, un gran número de 
estudios han demostrado que GSK-3 es capaz, mediante la fosforilación del dominio 
DSGX(1-4)S, de dirigir la ubiquitinación y posterior degradación proteasómica de varias 
proteínas como Snail (240), β-catenina (1, 127, 164), Cdc25a (111), Gli2 y Gli3 (163, 214), 
Xom (241), FGD1 y FGD3 (79-80), Mcl-1 (47), securina (132) y la fosfatasa PHLPP1 (130). 
Figure 10. Degradation by the SCF/β-TrCP complex. A, Ribbon diagram of the E3 ligase adaptor β-TrCP 
(modified from protein data bank ID 1P22) showing the substrate binding domain, WD40 propeller, in red 
and the Skp1 biding domain, Fbox, in blue. B, Most of β-TrCP canonical substrates contain a KmDSGX(1-4)S 
motif in which both serines need to be phosphorylated sequentially before binding to β-TrCP. This motif 
might contain a hydrophobic amino acid between both phosphoserines. C, GSK-3-mediated phosphorylation 
of β-TrCP substrates allows them to be recognized by this E3 ubiqtuin ligase and targeted for ubiquitination 
and subsequent degradation by the 26S proteasome. 
 57 | P á g i n a  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVES/OBJETIVOS 
 
 
 
 
 58 | P á g i n a  
 
 
 
OBJETIVES/OBJETIVOS 
59 | P á g i n a  
 
Objetives 
1 Study of pharmacological regulation of Nrf2. 
1.1 Analysis of the signaling pathways involved in the regulation of Nrf2 by 
bifunctional inducers, such as nordihydroguaiaretic acid (NDGA). 
1.2 Relevance of GSK-3 in the regulation of Nrf2 by the inducers: NDGA, 
sulforaphane (SFN) and tert-butylhydroquinone (tBHQ).  
2 Study of the Nrf2 degradation pathway mediated by the GSK-3/β-TrCP axis. 
2.1 Description of the mechanism of the regulation of Nrf2 stability by GSK-3. 
2.2 Characterization of the SCF/β-TrCP-mediated degradation of Nrf2. 
2.3 Analysis of the putative domains of phosphorylation by GSK-3 and degradation 
by  β-TrCP. 
3 Structural characterization of Nrf2/β-TrCP complex by Nuclear Magnetic 
Resonance (NMR). 
3.1 Study of the interaction between Nrf2 peptides and the WD40 domain of β-TrCP. 
3.2 Molecular modeling of the Nrf2/β-TrCP complex. 
4 Functional relevance of the GSK-3-induced degradation of Nrf2.  
4.1 Analysis of the antioxidant response mediated by Nrf2 in hippocampus from 
mice with a conditional depletion of neuronal GSK-3β. 
4.2 Contribution of the Keap1 and GSK-3 regulatory pathways of Nrf2 in neuronal 
protection in a model of excitotoxicity caused by kainate. 
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Objetivos 
1 Estudio de la regulación farmacológica de Nrf2. 
1.1 Análisis de las vías de señalización implicadas en la regulación de Nrf2 por 
agentes inductores bifuncionales como el ácido nordihidroguayarético (NDGA). 
1.2 Relevancia de la quinasa GSK-3 en la regulación de Nrf2 por los agentes 
inductores: NDGA, sulforafano (SFN) y tert-butilhidroquinona (tBHQ).  
2 Estudio de la vía de degradación de Nrf2 dependiente de GSK-3/β-TrCP. 
2.1 Descripción del mecanismo de regulación de la estabilidad de Nrf2 por GSK-3. 
2.2 Caracterización de la degradación mediada por el complejo SCF/β-TrCP. 
2.3 Análisis de los dominios putativos de fosforilación por GSK-3 y degradación por 
β-TrCP. 
3 Análisis estructural del complejo de degradación Nrf2/β-TrCP por Resonancia 
Magnética Nuclear (RMN). 
3.1 Estudio de las interacciones entre péptidos de Nrf2 y el dominio WD40 de β-
TrCP. 
3.2 Modelado molecular del complejo Nrf2/β-TrCP. 
4 Relevancia funcional de la vía de degradación de Nrf2 mediada por GSK-3. 
4.1 Estudio de la respuesta antioxidante mediada por Nrf2 en hipocampo de ratones 
con depleción condicional de GSK-3β. 
4.2 Contribución de las vías de regulación de Nrf2 por Keap1 y GSK-3/β-TrCP en la 
protección neuronal en un modelo de excitotoxicidad producida por kainato.   
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Materiales 
1 Productos. 
1.1 Cultivos celulares. 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), y PBS (Phosphate Buffered Saline) 
fueron preparados por el Servicio de Medios de Cultivo del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas; sueros, tripsina y pen-strep (Gibco-Invitrogen); gentamicina (Genta Gobens), 
material plástico (Nunc, Falcon y Sarstedt). 
1.2 Manipulación y obtención del DNA. 
Antibióticos: ampicilina y kanamicina (Sigma). Preparación de DNA plasmídico: 
Genopure Plasmid Maxi Kit (Roche Applied Science). Digestiones de los plásmidos: enzimas 
de restricción (Invitrogen, Fermentas, Roche y New England Biolabs). Electroforesis de 
DNA: agarosa (Biotools) o agarosa de bajo punto de fusión (BioWhittaker). Marcadores de 
peso molecular: DNA λHindIII (Invitrogen). Purificación de DNA a partir de banda en gel 
de agarosa: “Geneclean Kit”  (QBiogen). 
1.3 Electroforesis monodimensional y bidimensional de proteínas, transferencia e 
inmunodetección.  
Marcadores de peso molecular “Bench Mark protein ladder” (Invitrogen), TEMED, 
persulfato amónico, acrilamida y bisacrilamida (Bio-Rad), membranas Immobilon-P 
(Millipore), ECL Advance (GE Healthcare). Todos los reactivos para los geles 
bidimensionales son reactivos de alta calidad de la gama Plus One de GE Healthcare. 
1.4 Isótopos. 
[γ32P] ATP (3000 Ci/mmol) (Amersham Pharmacia Biotech). 
[35S]-metionina/[35S]-cisteína (NEG 772 EasyTag Express protein labeling mix de 
Perkin Elmer). 
1.5 Extracción de RNA y RT-PCR. 
TRIzol (Invitrogen), GoTaq Polimerasa, tampón de PCR (Promega), RNA to cDNA 
Kit, SyBR Green, placas de PCR (Applied Biosystem), cloroformo, isopropanol (Merck). 
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1.6 Determinación de actividad luciferasa. 
Luciferase Assay System y Dual Luciferase Assay System (Promega). 
1.7 Determinación de las vidas medias de proteínas. 
Cicloheximida (Boehringer Mannheim). 
1.8 Determinación de actividad lactato deshidrogenasa. 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche Applied Science). 
El resto de los productos comerciales con calidad analítica fueron suministrados 
por Bio-Rad, GE Healthcare, Invitrogen, Roche, Merck, Panreac, Promega y Sigma entre 
otros. 
2 Anticuerpos. 
2.1 Anticuerpos primarios. 
Anti-Akt1(C20) (Santa Cruz): Anticuerpo policlonal de cabra que reconoce un 
epítopo del extremo C-terminal de Akt1. Reconoce la proteína humana, de ratón y de rata. 
Anti-fosfo-Akt (Ser473) (Cell signaling): Anticuerpo monoclonal de conejo 
generado contra la serina 473 fosforilada de Akt de ratón. Reconoce la proteína de ratón. 
Anti-β-actina (Santa Cruz): Anticuerpo policlonal de cabra que reconoce el 
extremo C-terminal de la β-actina humana. Reconoce la proteína humana, de rata y de 
ratón. 
Anti-β-catenina (BD Transduction): Anticuerpo monoclonal de ratón generado 
contra el extremo C-terminal (aminoácidos 571-781) de β-catenina murina. Reconoce la 
proteína de ratón, rata, humano, pollo y perro. 
Anti-ERK1/2 (Cell signaling): Anticuerpo monoclonal de conejo generado contra 
el extremo C-terminal de ERK1/2 de rata. Reconoce la proteína de humano, ratón, rata, 
hámster, mono, pollo, D. melanogaster, pez cebra, vaca, perro, cerdo  y C. elegans. 
Anti-fosfo-ERK1/2 (Cell signaling): Anticuerpo monoclonal de ratón que detecta 
niveles endógenos de ERK 1 y 2 cuando se encuentra fosforilado en la Thr202 y Tyr204 de 
ERK1 y en la Thr185 y Tyr187 de ERK2. Reconoce la proteína de humano, ratón, rata, 
hamster, mono,  visón, D. melanogaster, pez cebra, vaca y cerdo. 
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Anti-Flag M2 (Sigma-Aldrich): Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce la 
etiqueta Flag, cuya secuencia es: DYKDDDDK. 
Anti-GCLC/M (Cedidos por Dra. Terrance J. Kavanagh, University of 
Washington): Anticuerpos policlonales de conejo frente a las unidades catalíticas y 
moduladoras de la glutamil‐cisteína ligasa o GCL. Reconocen la proteína de ratón. 
Anti-GFP (Sigma): Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce la proteína 
verde fluorescente (GFP). Reconoce también las versiones amarilla fluorescente (EYFP) y 
cian fluorescente (CFP). 
Anti-Gliceraldehído-3-Fosfato-Deshidrogenasa (GAPDH) (Merck): Anticuerpo 
monoclonal de ratón generado contra la GAPDH de músculo de ratón. Reconoce la 
proteína de ratón, rata, humano, conejo, cerdo, perro, pollo, pez y rana. 
Anti-GSK-3α/β (Biosource): Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce 
ambas isoformas de GSK-3. Es específico de humano, ratón y rata.  
Anti-GSK-3β (BD Transduction): Anticuerpo monoclonal de ratón generado 
contra el fragmento N-terminal de GSK-3β de rata. Reconoce la proteína de rata, ratón, 
humano, pollo y perro. 
Anti-fosfo-GSK-3β (Ser9) (Cell signaling): Anticuerpo polyclonal de conejo 
producido contra la fosfoserina 9 de GSK-3β humana. Reconoce la proteína de humano, 
ratón y rata. 
Anti-fosfo-GSK-3β (Thr390) (Cell signaling): Anticuerpo polyclonal de conejo 
generado contra la fosfotreonina 390 de GSK-3β humana. Reconoce la proteína de 
humano. 
Anti-GSTM5 (Cedido por el Dr. J. D. Hayes, Biomedical Research Centre, 
Ninewells Hospital and Medical Schoool, University of Dundee, Dundee, UK): Anticuerpo 
policlonal de conejo frente a glutation S-transferasa µ5. Reconocen la proteína de ratón. 
Anti-HA (Covance): Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce el epítopo 
hemaglutinina (HA) del virus Influenza, compuesto por los siguientes aminoácidos: 
YPYDVPDYA. 
Anti-HO-1 (Millipore): Anticuerpo policlonal de conejo que reconoce HO‐1. 
Reconoce la proteína de rata, ratón y vaca. 
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Anti-Keap1 (H190) (Santa Cruz): Anticuerpo policlonal de conejo que reconoce 
Keap1 de origen humano. Reconoce la proteína de ratón, rata y humano.  
Anti-Lamina B1 (Santa Cruz): Anticuerpo policlonal de cabra que reconoce el 
extremo C-terminal de la Lamina B1 de origen murino. Reconoce la proteína Lamina B1 de 
ratón, rata y humano. También reconoce la Lamina B2 y B3 de ratón, rata y humano. 
Anti-Myc (Santa Cruz): Anticuerpo monoclonal de ratón generado contra el 
extremo C-terminal (aminoácidos 408-439) de c-Myc de origen humano. Reconoce la 
proteína c-Myc p67 de ratón, rata, humano, mono, gato y perro. Recomendado también 
para el reconocimiento de proteínas fusionadas a la etiqueta Myc (aminoácidos 408-439 
de la proteína completa).  
Anti-Nrf2 (Cedido por el Dr. J. D. Hayes). Anticuerpo policlonal de conejo que 
reconoce Nrf2 de ratón. 
Anti-NQO1 (Abcam): Anticuerpo policlonal de cabra que detecta la proteína 
NQO1. Reconoce la proteína de rata, ratón y humano. 
Anti-p38 MAPK (Cell signaling): Anticuerpo policlonal de conejo generado 
contra la proteína p38 MAPK humana. Reconoce la proteína p38 MAPK de humano, ratón, 
rata, mono, pollo y cerdo de Guinea. 
Anti-fosfo-p38 (Cell signaling): Anticuerpo policlonal de conejo que detecta 
niveles endógenos de p38 MAPK cuando se encuentra fosforilado en la Thr180 y/o la 
Tyr182. Reconoce la proteína de humano, ratón, rata, hámster, mono, D. melanogaster, pez 
cebra, vaca, cerdo y S. cerevisiae. 
Anti-SAPK/JNK (Cell signaling): Anticuerpo policlonal de conejo generado 
contra la proteína JNK2 de humano. Reconoce SAPK/JNK de humano, ratón, rata, hámster, 
pez cebra, vaca y S. cerevisiae. 
Anti-fosfo-SAPK/JNK (Cell signaling): Anticuerpo monoclonal de conejo que 
reconoce SAPK/JNK en el caso de que se encuentre fosforilado en la Thr183 y en la 
Tyr185. Reconoce las proteínas de humano, ratón, rata y hámster. 
Anti-β-TrCP (Invitrogen): Anticuerpo monoclonal de ratón generado contra la 
proteína humana recombinante de  β-TrCP. Reconoce proteína de ratón y humano. 
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Anti-Ubiquitina (Chemicon): Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce la 
molécula de ubiquitina conjugada y no conjugada. Reconoce la proteína de humano, ratón 
y rata. 
Anti-V5 (Invitrogen): Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce la etiqueta 
V5, compuesta por los siguientes 14 aminoácidos: GKPIPNPLLGLDST. 
2.2 Anticuerpos secundarios. 
Los correspondientes anticuerpos secundarios, acoplados a peroxidasa de rábano 
(horseradish peroxidase, HRP), fueron suministrados por Santa Cruz y Amersham 
Pharmacia Biotech.  
Para el caso de las inmunoprecipitaciones, como anticuerpo secundario se utilizó 
Mouse IgG TrueBlot (eBiosciences) (1:10.000) porque reduce la interferencia con las 
cadenas pesada y ligera de los anticuerpos utilizados en la inmunoprecipitación.  
3 Plásmidos. 
3.1 Plásmidos de Nrf2. 
 pcDNA3.1-mNrf2-V5/HisB: Plásmido que contiene la versión salvaje de Nrf2, con 
etiqueta de V5 en posición carboxiterminal. Cedido por el Dr. J. D. Hayes. 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE-V5/HisB: Plásmido que contiene la versión de Nrf2 
insensible a Keap1, con etiqueta de V5. Incluye una deleción de los residuos 79ETGE82, 
responsables de su unión a Keap1. Cedido por el Dr. J. D. Hayes. 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 6S/6A-V5/HisB: Esta construcción, además de tener 
delecionado el dominio de unión a Keap1, incluye seis mutaciones puntuales S335A, 
S338A, S342A, S347A, S351A y S355A en el dominio Neh6 de Nrf2. Fue generado 
utilizando el kit GeneTailor™ site directed mutagenesis system (Invitrogen) utilizando 
pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 3S/3A-V5/HisB como molde y los oligonucleótidos mostrados en la 
Tabla 2. 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 3S/3A-V5/HisB: Vector intermedio para la generación del 
mutante con las seis serinas mutadas a alaninas. Este plásmido contiene tres mutaciones 
mutuales en S347A, S351A y S355A. Fue generado en dos amplificaciones por PCR 
secuenciales utilizando los siguientes oligonucleótidos: Directo (PCR1), 5’-
GAGCGGCCCCAGAGCATGCCGTGGAGTCTGCCATTTACGG-3’ and  Reverso (PCR1), 5’-
CGATCTCGAGGCCACTGTGCTGGAT-3’; Directo (PCR2), 5’-
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CGATCATATGATGGACTTGGAGTTG-3’ and Reverso (PCR2), 5’-
CCGTAAATGGCAGACTCCACGGCATGCTCTGGGGCCGCTC-3’ (las mutaciones están 
subrayadas). 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 2S/2A-V5/HisB: Plásmido que incluye dos mutaciones 
puntuales en S335A y S338A del dominio Neh6 de Nrf2. Fue generado utilizando el kit 
GeneTailor™ site directed mutagenesis system utilizando pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE-V5/HisB 
como molde y los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 2. 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 4S/4A-V5/HisB: Vector de expresión que contiene cuatro 
mutaciones puntuales en S335A, S338A, S342A y S347A del dominio Neh6 de Nrf2. Fue 
generado usando el kit GeneTailor™ site directed mutagenesis system utilizando pcDNA3.1-
mNrf2ΔETGE 2S/2A-V5/HisB como molde y los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 2. 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE-V5: Versión de Nrf2 insensible a Keap1 que carece de la 
etiqueta de seis histidinas. Utilizando el kit GeneTailor™ site directed mutagenesis system, 
se introdujo una mutación que cambia un residuo de histidina (CAT) por un codon de 
terminación (TAA) sobre el vector original pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE-V5/HisB con los 
oligonucleótidos mostrados en la Tabla 2. 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 6S/6A-V5: Versión de Nrf2ΔETGE 6S/6A que carece de la etiqueta 
de seis histidinas. Utilizando el kit GeneTailor™ site directed mutagenesis system, se 
introdujo una mutación que cambia un residuo de histidina (CAT) por un codon de 
terminación (TAA) sobre el vector original pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 6S/6A-V5/HisB con los 
oligonucleótidos mostrados en la Tabla 2. 
 pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE ΔNeh6-V5: Plásmido de Nrf2 que posee una deleción del 
dominio de unión a Keap1 (residuos ETGE) y del dominio Neh6 (aminoácidos 329-379). 
Cedido por el Dr. J. D. Hayes. 
 Mutantes de deleción de Nrf2 fusionados a proteína amarilla fluorescente EYFP: Se 
utilizó el vector pEYFP-C1 que contiene la proteína EYFP para clonar los fragmentos de 
Nrf2. pEYFP-Nrf2 Δ1-V5 fue generado subclonando el fragmento de Nrf2 flanqueado por 
los sitios BglII y PmeI entre los sitios BamHI y SmaI de pEYFP-C1. El resto de mutantes de 
deleción fueron generados utilizando pEYFP-Nrf2 Δ1-V5 como molde con el kit GC-Rich 
PCR system (Roche Applied Science). Las deleciones fueron generadas con un 
oligonucleótido reverso común: 5´-TCAGAAGCCATAGAGCCCACCGCAT-3´. Los 
oligonucleótidos directos fueron los siguientes: Δ2, 5´-
TAACGGATCCTTCATAGCAGAGCCCAGTGAC-3´; Δ3, 5´-
TAACGGATCCAAAGCTTTCAACCCGAAGCAC-3´; Δ4, 5´-
TAACGGATCCCAGAACGGCCCTAAAGCACAG-3´, y Δ5, 5´-
TAACGGATCCAAAAATCATTAACCTCCCTGTT-3´. Los fragmentos amplificados fueron 
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digeridos con BamHI (subrayado) y con PmeI, y clonados en pEYFP-CI entre los sitios BglII 
y SmaI. 
 EYFP-mNrf2(317-372)-V5 y EYFP-mNrf2(317-372) 6S/6A-V5: Construcciones que contienen 
un fragmento de 55 aminoácidos de Nrf2 murino fusionados a la proteína EYFP. Fueron 
generados utilizando los siguientes oligonucleótidos: directo 5’-
TAACAGATCTGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTC-3’ y reverso 5’-
TAACAGATCTATCTAGCTCCTCCATTTCCGAGTCACT-3’ y como molde pEYFP-mNrf2 Δ1-V5 
y pEYFP-mNrf2 Δ1 6S/6A-V5, respectivamente. Los sitios BglII subrayados se incluyeron en 
ambos oligonucleótidos para permitir la religación del producto de amplificación. 
 EYFP-Nrf2(317-372) 2S/2A-V5: Plásmido que incluye dos mutaciones puntuales S335A y 
S338A en el dominio Neh6 de Nrf2. Fue generado utilizando el kit GeneTailor™ site directed 
mutagenesis system utilizando EYFP-mNrf2(317-372)-V5 como molde y los oligonucleótidos 
mostrados en la Tabla 2. 
 EYFP-Nrf2(317-372) 4S/4A-V5: Construcción que contiene cuatro mutaciones puntuales 
S335A, S338A, S342A y S347A en el dominio Neh6 de Nrf2. Fue generado utilizando el kit 
GeneTailor™ site directed mutagenesis system utilizando EYFP-Nrf2(317-372) 2S/2A-V5 como 
molde y los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 2. 
 EYFP-Nrf2(317-372) S342A/S347A-V5: EYFP-Nrf2(317-372) que incluye dos mutaciones 
puntuales S342A y S347A en el dominio Neh6 de Nrf2. Fue generado utilizando el kit 
GeneTailor™ site directed mutagenesis system utilizando EYFP-mNrf2(317-372) 4S/4A-V5 como 
molde y los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 2. 
 CFP-Nrf2(2-101): Plásmido que contiene el dominio Neh2 de Nrf2 fusionado a la 
proteína cian fluorescente (CFP). Fue generado amplificando por PCR el fragmento 2-101 
de Nrf2 a partir de pcDNA3.1-mNrf2-V5/HisB con los siguientes oligonucleótidos: Directo 
5´- TAACAAGCTTTGGATTTGATTGACATC-3´ y Reverso 5´- 
TAACAAGCTTCTACATACAGTCTTCAAA-3´. Los sitios HindIII subrayados fueron 
introducidos para clonar este fragmento en los sitios HindIII del vector pCFP-C1. 
 EGFP-Nrf2(306-483): Plásmido que contiene el dominio Neh6 de Nrf2 fusionado a la 
proteína verde fluorescente (EGFP). Se amplificó el fragmento 306-483 de Nrf2 utilizando 
los siguientes oligonucleótidos: Directo 5´- TAACCTCGAGGGACTATTGAAGGCTGT-3´ y 
Reverso 5´- TAACGGATCCTTAATTGAATTGCTCCTT-3´  usando pcDNA3.1-mNrf2-V5/HisB 
como molde. Los sitios XhoI y BamHI fueron añadidos para introducir este fragmento en 
los mismos sitios del vector pEGFP-C1. 
 pET15b-mNrf2: El vector pET-15b porta una cola de histidinas N-terminal que 
fusionadas a Nrf2 permiten su purificación a partir de bacterias E. Coli BL21(DE3). Cedido 
por el Dr. J. D. Hayes. 
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 pET15b-mNrf26S/6A: Plásmido para la expresión y purificación de mNrf26S/6A a 
partir de bacterias E. Coli BL21(DE3). Fue generado digiriendo el vector pcDNA3.1-
mNrf2ΔETGE 6S/6A-V5/HisB con NdeI y XhoI y clonando el fragmento resultante en los 
mismos sitios del vector pET15b. 
3.2 Plásmidos de GSK-3β.  
 pCGN-HA-GSK-3βY216F: Plásmido que contiene una versión catalíticamente inactiva 
de GSK-3β, dado que tiene mutado el residuo Y216, responsable de la activación de la 
enzima. Posee una etiqueta HA. Fue cedido por el Dr. A. Kikuchi (Department of 
Biochemistry, Faculty of Medicine, Hiroshima University, Japón). 
 pCGN-HA-GSK-3βΔ9: Plásmido que contiene una versión constitutivamente activa 
de GSK-3β. Los primeros 9 aminoácidos han sido delecionados y por tanto no puede ser 
fosforilada la serina 9 responsable de su inhibición. Tiene una etiqueta HA. Plásmido 
cedido también por el  Dr. A. Kikuchi. 
 pcDNA3-GSK-3βS9A-HA: Plásmido que contiene la mutación puntual del residuo 9, 
de serina a alanina, para generar una versión mutada de GSK-3β constitutivamente activa. 
Posee una etiqueta HA. Fue cedido por el Dr. R. Jope (Dept. of Psychiatry, University of 
Alabama, Birmingham, AL, EEUU). 
3.3 Plásmidos de β-TrCP. 
 pcDNA3-Flag-β-TrCP1/2: Vectores de expresión de las dos isoformas de β-TrCP 
humano, β-TrCP1 y β-TrCP2, ambos con etiqueta Flag aminoterminal. Estos vectores 
fueron cedidos por el Dr. T. Chiba (Department of Molecular Biology, University of 
Tsukuba, Japón). 
 pcDNA3-β-TrCPΔFbox-HA: Plásmido que codifica la versión dominante negativa de 
β-TrCP, con una etiqueta HA. Posee una deleción del dominio Fbox, responsable de su 
asociación con Skp1 para mantener complejos SCF/β-TrCP de degradación funcionales. 
Construcción cedida por el Dr. S. Y. Fuchs (Department of Animal Biology, University of 
Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, EEUU). 
 pcDNA3-Flag-β-TrCP1R285E, pcDNA3-Flag-β-TrCP1R410E, pcDNA3-Flag-β-TrCP1R431E, 
pcDNA3-Flag-β-TrCP1R474E y pcDNA3-Flag-β-TrCP1R521E: Plásmidos que llevan mutados los 
residuos de arginina indicados a glutámico en el dominio WD40 de β-TrCP1. Estos 
residuos han sido previamente descritos como fundamentales en la interacción de β-TrCP  
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con sus sustratos. Cada uno de estos mutantes fueron generados utilizando el kit 
GeneTailor™ site directed mutagenesis system (Invitrogen) utilizando pcDNA3-Flag-β-
TrCP1 como molde y los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 2. 
3.4 Plásmidos de Keap1. 
 pcDNA3.1-Keap1-V5/HisC: Plásmido que codifica Keap1 con una etiqueta V5. 
Cedido por el Dr. J. D. Hayes. 
 pcDNA3.1-Keap1-HA/HisC: Plásmido que codifica Keap1 con una etiqueta HA. Esta 
construcción fue generada remplazando la etiqueta V5 del plásmido pcDNA3.1-Keap1-
V5/HisC por una etiqueta HA, con los siguientes oligonucleótidos: Directo 5’ - 
CGAGCGATCGTCGACATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTCTAGATATCAAG-3’ y 
Reverso 5’-
CCGGCTTGATATCTAGAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACATGTCGACGATCGC-3’, que 
fueron previamente anillados. Este fragmento se introdujo en los sitios AgeI y XhoI de 
pcDNA3.1-Keap1-V5/HisC. Los sitios XbaI subrayados fueron introducidos en ambos 
oligonucleótidos como control del clonaje. 
3.5 Otros plásmidos. 
 ARE‐LUC: Vector de expresión que contiene tres secuencias en tándem de los 
elementos de respuesta antioxidante (ARE) del promotor Hmox1 controlando el gen de la 
luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis). Cedido por el Dr. J Alam (Department of 
Molecular Genetics, Ochsner Clinic Foundation, New Orleans, USA). 
 pTK-Renilla: Plásmido utilizado como control para los ensayos de luciferasa. 
Contiene el gen de la luciferasa de pensamiento de mar (Renilla reniformis), asociado al 
promotor de timidina quinasa de Herpes Simplex Virus (HSV) para la expresión 
constitutiva del gen en células de mamífero. 
 pHis-Ub: Plásmido que codifica la molécula de ubiquitina fusionada a una cola de 
histidinas para su purificación. Cedido por el Dr. J. D. Hayes. 
 pEGFP-C1, pEYFP-C1 y pCFP-C1: Plásmidos que codifican las proteínas verde, 
amarilla o cian fluorescentes, respectivamente. 
4 Péptidos. 
 4P-hNrf2. Péptido que comprende los residuos 333-362 de la secuencia humana 
de Nrf2. Posee cuatro residuos de serina fosforilados en las posiciones 344, 347, 
351 y 356. Fue sintetizado por Invitrogen. 
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 2P-hNrf2. Péptido que comprende los residuos 333-359 de la secuencia humana 
de Nrf2. Posee dos residuos de serina fosforilados en las posiciones 344 y 347. Fue 
sintetizado  por JPT Innovative Peptide Solutions. 
La pureza de ambos péptidos se determinó por HPLC siendo superior al 95%. 
Ambos péptidos están modificados en sus extremos por N-acetilaciones y C-amidaciones.  
5 Tampones y soluciones. 
5.1 Tampones generales. 
El medio LB (Luria-Bertani) para cultivos bacterianos, las placas de LB agar para 
crecimiento de bacterias, los tampones PBS (tampón fosfato salino), Tris-HCl 1 M pH 6.8 y 
pH 7.5, Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, HEPES 1 M pH 7.5, SDS 10% y EDTA 0.5 M pH 8.0 fueron 
proporcionados por el Servicio de Medios de Cultivo del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas “Alberto Sols” UAM-CSIC. 
5.2 Tampón de carga para electroforesis SDS-PAGE 5X. 
50 mM Tris HCl, pH 6.8, 10 % glicerol, 2 % SDS, 0.1 % azul de bromofenol y 150 
mM β-mercaptoetanol.  
5.3 Tampón TTBS. 
50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween-20. 
5.4 Tampón de lisis. 
1 % NP-40, 10 % glicerol, 137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 1g/ml 
leupeptina, 1 mM PMSF, 20 mM NaF, 1 mM pirofosfato sódico, 1 mM Na3VO4. 
5.5 Tampones de carga de DNA. 
1 % Azul de bromofenol, 30 % glicerol en tampón TAE. Preparado según se indica 
en el manual de Sambrook et al. (186). 
6 Estirpes bacterianas. 
Las cepas de E.coli, DH5- y BL21(DE3), competentes para transformación 
fueron proporcionadas por el Servicio de Medios del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas “Alberto Sols” UAM-CSIC. 
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7 Líneas celulares. 
7.1 HEK293T. 
Línea celular procedente de células embrionarias humanas de riñón. Fue 
generada en 1987 en el laboratorio de la Dra. Michele P. Calos (Universidad de Standford, 
EEUU) a partir de la línea HEK293 en la cual fue insertado de manera estable el gen 
transformante antígeno T del virus SV40. De esta manera, los plásmidos que contienen el 
origen de SV40 son replicados en un alto número de copia, entre 400 y 1000 plásmidos 
por célula, con lo que se consigue un alto nivel de expresión. Esta característica hace que 
sean unas células apropiadas para la realización de transfecciones transitorias con alta 
eficiencia. 
7.2 Fibroblastos embrionarios procedentes de ratones deficientes en Keap1 (Keap1 -
/-) y fibroblastos embrionarios procedentes de ratones silvestres (Keap1 +/+). 
Fibroblastos embrionarios inmortalizados por pase procedentes de ratones 
deficientes en Keap1 y de sus ratones silvestres. Fueron establecidos en el laboratorio del 
Dr. K. Itoh (Center for Advanced Medical Research, Hirosaki University, Graduate School of 
Medicine, Japón). 
7.3 Fibroblastos embrionarios procedentes de ratones deficientes en Nrf2 (Nrf2 -/-) y 
fibroblastos embrionarios procedentes de ratones silvestres (Nrf2 +/+). 
Fibroblastos embrionarios primarios procedentes de ratones deficientes en Nrf2 
y de sus ratones silvestres. Fueron establecidos en el laboratorio del Dr. Antonio Cuadrado 
por la Dra. Isabel Lastres-Becker. 
7.4 Neuro2A (N2A). 
Células procedentes de neuroblastoma de ratón. Esta línea celular fue establecida 
por R.J. Klebe y F.H. Ruddle a partir de un tumor espontáneo de una cepa de ratón A 
albino. 
8 Animales. 
8.1 Ratones macho Nrf2-/-/C57BL6J y sus correspondientes ratones silvestres, 
Nrf2+/+/C57BL6J. 
Fueron cedidos por el Dr. M. Yamamoto, Universidad de Tohoku, Sendai, Japón. 
Los ratones Nrf2-/-/C57BL6J contienen un cassette lacZ-neo reemplazando un segmento de 
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1.2 kb del exón 5 de Nrf2. El cuidado de los animales se realizó de acuerdo con las guías 
institucionales del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” y de la 
Universidad Autónoma de Madrid. 
8.2 Ratones deficientes en GSK-3β (+Cre) y sus controles (-Cre).  
Ambas estirpes fueron generadas en el laboratorio del Dr. F. Van Leuven 
utilizando el sistema Cre/lox como se describe en (103). Los ratones transgénicos con el 
gen de GSK-3β flanqueado por dos sitios loxP fueron cruzados con ratones que expresan la 
recombinasa Cre bajo el promotor del gen Thy. Los ratones que poseen los dos alelos de 
GSK-3β-loxP pero que no expresan la recombinasa Cre (-Cre) fueron utilizados como 
controles. Los doble transgénicos que expresan la recombinasa y son deficientes en GSK-
3β sólo en neuronas son los denominados +Cre. El cuidado de los animales se realizó de 
acuerdo con las guías institucionales de la Universidad KULeuven (Bélgica). 
En todos los casos, los ratones se mantuvieron a temperatura ambiente con ciclos 
de luz/oscuridad cada 12 h y proporcionándoles agua y comida ad libitum. 
Métodos 
1 Cultivos celulares. 
Las células HEK293T y N2A se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 
10 % de suero bovino fetal y 80 μg/ml del antibiótico gentamicina.  Los MEFs se 
mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10 % de suero bovino fetal, 0.5 U/ml 
penicilina y 0.5 µg/ml estreptomicina. Todos los cultivos se mantuvieron bajo condiciones 
controladas de humedad relativa (95 %), CO2 (5 %) y temperatura (37 ºC). 
2 Transfecciones transitorias. 
Las transfecciones transitorias en HEK293T se realizaron mediante el método de 
transfección con fosfato cálcico. Para los experimentos de asociación y ubiquitinación in 
vivo se realizaron con el reactivo Hekfectin Cell Line Specific Lipid (Bio-Rad) de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante. Las transfecciones transitorias en N2A se realizaron con el 
reactivo TransFast Transfection Reagent (Promega) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. 
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3 Preparación de lisados celulares. 
Las células se mantuvieron en bajo suero (0,5 % suero fetal bovino) durante las 
16 h anteriores a los tratamientos. Después fueron lavadas dos veces con PBS a 4 ºC y se 
lisaron en un volumen adecuado de tampón de lisis utilizando un raspador de goma. Los 
lisados se sonicaron y los restos celulares se eliminaron por centrifugación a 16.000 g 
durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación, los lisados se hirvieron durante 5 
min.  
4 Electroforesis e inmunodetección. 
La electroforesis de proteínas se realizó siguiendo el método descrito en (126). 
La cantidad de proteína en los lisados se determinó utilizando el kit Dc Protein Assay de 
Bio-Rad. Las proteínas, una vez separadas en gel de poliacrilamida, se transfirieron 
mediante un sistema de transferencia húmeda a membranas Immobilon-P de 0.45 μm. 
Para la inmunodetección, los filtros fueron hidratados con metanol durante 1 min, después 
lavados con tampón TTBS (Tween-Tris buffered saline) durante 3 min y bloqueados 
durante 2 h en una solución de tampón TTBS con un 4 % de BSA. Las membranas fueron 
incubadas 2 h con el anticuerpo primario en TTBS con 0.4 % de BSA a la dilución 
adecuada. Tras tres lavados de 10 min con tampón TTBS, las membranas fueron incubadas 
durante 1 h con anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa, diluido 1:10.000 en TTBS 
con 0.4 % de BSA. Las membranas se revelaron utilizando un ECL (enhanced 
chemiluminiscence) comercial tras realizar tres lavados de 10 min con tampón TTBS. 
5 Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE). 
La electroforesis bidimensional es una técnica que permite la separación de 
proteínas por punto isoeléctrico y masa molecular. La separación se hace en dos etapas 
consecutivas. En la primera de ellas (primera dimensión) las proteínas son separadas en 
función de su carga a lo largo de un gel con gradiente de pH. Cada proteína avanza en el 
campo eléctrico hasta alcanzar un valor de pH igual a su punto isoeléctrico. En una 
segunda etapa (segunda dimensión), estas proteínas son separadas en función de su masa 
molecular. 
Las muestras fueron lisadas en 200 µl de tampón de lisis 2D (7 M urea, 2 M 
tiourea, 4 % (p/v) Chaps, 30 mM Tris–HCl, pH 7.5). Para los ensayos con fosfatasa λ, las 
células fueron lisadas en tampón de lisis (137 mM NaCl, 20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 1 % NP-
40, 10 % glicerol, 1 μg/ml leupeptina, 1 mM PMSF).  Los lisados fueron sonicados y 
aclarados por centrifugación. 50 µl de los sobrenadantes de estas muestras fueron 
MATERIALES Y MÉTODOS 
77 | P á g i n a  
 
incubados con fosfatasa λ (Upstate, Millipore) durante 4 h a 37 ºC. A continuación, las 
proteínas se precipitaron usando el kit 2D Cleanup Kit (GE Healthcare) y se 
resuspendieron en tampón de lisis 2D.  50 µl de cada muestra se diluyeron en 300 µl de 
tampón de rehidratación 2D (7 M urea, 2 M tiourea, 4 % (p/v) Chaps, 50 mM ditiotreitol, y 
1 % (v/v) tampón IPG 4–7). Las muestras fueron cargadas en tiras con un gradiente de pH 
4-7, pH gradient Immobiline DryStrip gels 4–7 (GE Healthcare) e isoelectroenfocadas en un 
IPGphor3 basic unit (GE Healthcare) aplicando un total de 55 kV/h. Después, las tiras 
fueron equilibradas durante 10 min primero con un tampón con 2 % (p/v) DTT, 50 mM 
Tris–HCl, pH 8.8, 30 % glicerol, 5 % SDS y 0.05 % azul de bromofenol, y en segundo lugar 
con un tampón con  4 % (p/v) iodoacetamida, 50 mM Tris–HCl, pH 8.8, 30 % glicerol, 5 % 
SDS y 0.05 % azul de bromofenol. Las tiras equilibradas fueron cargadas en un gel SDS-
PAGE al 12 % para separar las proteínas en la segunda dimensión. Los geles fueron 
transferidos a membranas Immobilon-P, que fueron reveladas con anticuerpos anti-V5 o 
anti-EGFP.  
6 Co-Inmunoprecipitaciones.  
Las células fueron lavadas con PBS y recolectadas por centrifugación a 1.100 rpm 
durante 10 min. El pellet fue resuspendido en 0.45 ml de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl 
pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.5 % deoxicolato de sodio, 1 mM PMSF, 1 µg/ml 
leupeptina). Los lisados se incubaron con los anticuerpos indicados en cada caso, durante 
2 h a 4 ºC con agitación rotacional constante. A continuación se incubaron durante 1 h en 
las mismas condiciones con proteína G-sepharose para permitir la sedimentación de los 
inmunocomplejos. Los complejos fueron recolectados por centrifugación a 13.000 rpm y 
lavados consecutivamente con tampón de lisis, tampón de lavado 1 (50 mM Tris-HCl pH 
7.5, 500 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.05 % deoxicolato de sodio, 1 mM PMSF y 1 µg/ml 
leupeptina) y tampón de lavado 2 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 % NP-40, 0.05 % deoxicolato 
de sodio, 1 mM PMSF, 1 µg/ml leupeptina). Las muestras fueron hervidas, resueltas por 
electroforesis SDS-PAGE y analizadas con los correspondientes anticuerpos.  
7 Ensayos de fosforilación in vitro. 
Los ensayos de fosforilación in vitro fueron realizados utilizando como sustrato 
proteínas recombinantes de Nrf2 purificadas a partir de bacterias. Para los ensayos con 
Nrf2 recombinante, las diferentes versiones de la quinasa GSK-3 que se utilizaron fueron 
obtenidas mediante inmunoprecipitación de la mismas a través de su epítopo HA a partir 
de lisados de células HEK293T transfectadas previamente con HA–GSK-3βY216F, HA–GSK-
3βΔ9, o HA–GSK-3βS9A. Para los ensayos de fosforilación in vitro, Nrf2 (0.5 µg) fue incubado 
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con las diferentes quinasas y 5 µCi de [γ-32P]ATP en 25 µl de tampón de reacción quinasa 
(10 mM MgCl2, 100 µM ATP, 40 mM ácido morfolinpropansulfónico (MOPS) pH 7.0 y 1 mM 
EDTA) durante 30 min a 30 ºC en agitación continua. Las reacciones quinasa fueron 
resueltas en geles de electroforesis SDS-PAGE, transferidos a membranas de Immobilon-P, 
que fueron expuestas en autorradiografías. 
Para las reacciones de fosforilación de los mutantes de deleción de Nrf2 
fusionados a EYFP y para la preparación de Nrf2 fosforilado para los experimentos de 
ubiquitinación in vitro, las diferentes versiones de Nrf2 recombinante (0.5 µg) fueron 
fosforiladas utilizando 5 ng de GSK-3β activa recombinante (Upstate) por reacción en 25 
µl de tampón de reacción quinasa durante 1 h a 30 ºC en agitación continua. Un microlitro 
de las reacciones con Nrf2 fue utilizado para cada ensayo de ubiquitinación in vitro. 
8 Ensayos de ubiquitinación. 
8.1 Ensayos de ubiquitinación in vitro. 
Las proteínas que forman el complejo de degradación SCF/β-TrCP fueron cedidas 
por el Dr. N. W. Pierce y el Dr. R. J. Deshaies (Howard Hughes Medical Institute, Division of 
Biology, Pasadena, CA). Las reacciones de ubiquitinación se llevaron a cabo siguiendo el 
protocolo descrito en (165). Cada reacción contiene ATP (2 mM), ubiquitina (30 µM), E1 
(1 µM), Cdc34b (5 µM), SCF/β-TrCP (450 nM), y Nrf2 (20 ng) no fosforilado o fosforilado 
previamente en tampón de ubiquitinación (30 mM Tris pH 7.6, 5 mM MgCl2, 2 mM 
ditiotreitol, 100 mM NaCl). Los componentes E1, Cdc34b, y ubiquitina fueron 
preincubados juntos en tampón de ubiquitinación durante 2 min. Este paso es 
fundamental dado que el enlace covalente entre la ubiquitina y el sustrato proteico 
requiere la activación del grupo carboxilo terminal de la ubiquitina. Después se añadieron 
el resto de componentes y se incubaron durante 1 h más a 25 ºC. Las reacciones se pararon 
añadiendo un tampón de carga de proteínas. Las reacciones de ubiquitinación fueron 
resueltas en geles SDS-PAGE seguido de una transferencia a membranas de Immobilon-P. 
Las proteínas ubiquitinadas fueron detectadas con un anticuerpo anti-ubiquitina 
(Chemicon, Millipore). 
8.2 Ensayos de ubiquitanción in vivo.  
Estos experimentos fueron llevados a cabo siguiendo el método de Treier (210). 
Las células HEK293T fueron transfectadas con pHis-Ub junto a los plásmidos indicados en 
cada caso. Después de 24 h, las células se lavaron con PBS a 4 ºC y se recogieron en 0.4 ml 
de PBS utilizando un raspador de goma. Se separaron 80 µl de suspensión celular para 
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generar la fracción correspondiente a “lisado total”. A partir del resto, se purificaron las 
proteínas ubiquitinadas mediante columnas de resina de níquel, ProBond™ Nickel-
Chelating Resin (Invitrogen). La resina contiene un agente quelante, ácido iminodiacético, 
que une iones Ni2+ a través de tres sitios de coordinación. De esta forma los iones de Ni2+ 
quedan unidos por 3 enlaces a la columna, haciendo muy difícil su separación. A través de 
los 3 enlaces restantes, se unen las proteínas con las colas de histidina que se quieren 
purificar. La suspensión celular fue lisada en 1 ml de tampón A (6 M hidrocloruro de 
guanidina, 10 mM Tris en 0.1 M tampón fosfato, pH 8.0) suplementado con 5 mM imidazol. 
Los lisados resultantes fueron sonicados para reducir su viscosidad y se añadieron 60 µl 
de resina Probond, previamente equilibrada con tampón A incubándolos en un agitador 
rotatorio durante 4 h a 25 ºC. A continuación, los lisados fueron lavados secuencialmente 
con tampón A suplementado con 0.1% (v/v) Triton X-100; tampón B (8 M urea, 10 mM 
Tris en 0.1 M tampón fosfato, pH 8.0) suplementado con 0.1 % Triton X-100; tampón C (8 
M urea, 10 mM Tris en 0.1 M tampón fosfato, pH 6.5) suplementado con 0.2 %  Triton X-
100, y finalmente, tampón C suplementado con 0.1 % Triton X-100. Las proteínas 
ubiquitinadas con His-Ub fueron eluídas de la resina con un tampón de carga de proteínas 
Laemmli modificado (20 mM Tris-Cl, pH 6.8, 10 % (v/v) glicerol, 0.8% (p/v) SDS, 0.1 % 
(p/v) azul de bromofenol, 0.72 M 2-mercaptoetanol y 300 mM imidazol). Posteriormente, 
las muestras fueron hervidas durante 4 min. Las muestras se centrifugaron (16.000 g, 1 
min, 20 ºC) y el sobrenadante resultante es lo que analizamos como fracción “pull-down”. 
9 Silenciamiento de genes mediante RNA de interferencia. 
Los RNA de interferencia utilizados para silenciar la expresión de GSK-3α o GSK-
3β y el RNA control fueron adquiridos en Ambion Inc. (Silencer® Select validated siRNA, 
Applied Biosystems). Brevemente, las células HEK293T fueron sembradas en placas de 6 
pocillos (200.000 células/pocillo en 2 ml de medio). Al día siguiente, las células fueron 
transfectadas mediante el método de fosfato cálcico con los vectores de expresión de Nrf2 
o las diferentes versiones en su caso indicadas. Puesto que la vida media de GSK-3 es de 48 
h (87), decidimos transfectar los siRNAs contra GSK-3 en dos días consecutivos para 
alcanzar el máximo silenciamiento posible. En el primer día, la expresión de ambas 
isoformas fue silenciada utilizando 80 ng del siRNA correspondiente y 30 µl del reactivo 
de transfección siPORT Amine reagent (Ambion). En el segundo día, se utilizaron 40 ng de 
siRNA y 15 µl de siPORT Amine reagent. Veinticuatro horas después, las células fueron 
recogidas y los niveles proteicos de Nrf2 y GSK-3 fueron analizados. 
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Los siRNAs utilizados para silenciar la expresión de β-TrCP1 y β-TrCP2 fueron 
suministrados por Thermo Scientific-Dharmacon y Applied Biosystems, respectivamente. 
Los fibroblastos embrionarios de ratones deficientes en Keap1 fueron sembrados en 
placas de 6 pocillos (200.000 células/pocillo en 2 ml de medio). En los dos días siguientes 
se llevaron a cabo las transfecciones de los siRNAs siguiendo el mismo protocolo arriba 
indicado. Veinticuatro horas después, las células fueron recogidas y los niveles proteicos 
de Nrf2 fueron analizados. En este caso, el grado de silenciamiento de β-TrCP1 y β-TrCP2 
fue analizado por PCR cuantitativa a tiempo real con los oligonucleótidos 
Mm00477680_ml y Mm00460241_ml, respectivamente, de Applied Biosystems. 
10 Análisis de la estabilidad de Nrf2 mediante marcaje con 35S. 
Las células HEK293T fueron sembradas (2x106 células/placa p100 previamente 
cubierta con poli-D-lisina) y transfectadas con los plásmidos indicados. Después de 24 h, 
fueron lavadas dos veces con medio de marcaje (DMEM sin metionina y sin cisteína 
suplementado con 10 % suero fetal bovino dializado y 80 µg/ml gentamicina). A 
continuación, se incubaron las células en medio de marcaje durante 30 min a 37 ºC. El 
medio fue retirado y reemplazado con medio de marcaje suplementado con 0.5 mCi/ml 
[35S]-metionina/[35S]-cisteína durante 1 h. E medio fue retirado y las células lavadas dos 
veces con medio DMEM completo suplementado con 2 mM cisteína y 2mM metionina (20 
veces en exceso). Las células se recogieron en los tiempos indicados excepto el punto 
“cero” que fue recogido rápidamente tras la hora de incubación con [35S]-metionina/[35S]-
cisteína. Para obtener los extractos, las células fueron lavadas con PBS y lisadas con 
tampón RIPA (radioimmune precipitation assay) (25 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 
mM EGTA, 1 % NP-40, 1 % deoxicolato de sodio, 1 mM PMSF, 1 µg/ml leupeptina). 
Posteriormente, los lisados fueron diluidos 10 veces con tampón IP (20 mM Tris-HCl, pH 
7.5, 137 mM NaCl, 20 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 % NP-40, 10 % glicerol, 10 µM MG132,  1 
mM PMSF y 1 µg/ml leupeptina) y sonicados. Los lisados se centrifugaron a 10.000 g 
durante 5 min a 4 ºC. El sobrenadante resultante se utilizó para inmunoprecipitar Nrf2-V5. 
Los lisados fueron incubados con 3 µl de anticuerpo anti-V5 a  4 ºC en rotación durante 2 
h. Después, se añadieron 20 µl de proteína G-sepharose por muestra y se incubaron 
durante 1 h más. Los inmunocomplejos fueron recogidos por centrifugación, lavados tres 
veces con tampón IP, y resuspendidos en 40 µl de tampón de proteínas Laemmli con un 1 
% de β-mercaptoetanol. Las muestras fueron hervidas, las proteínas separadas por 
electroforesis y transferidas a membranas de Immobilon-P. Estas membranas fueron 
expuestas en autorradiografías y luego reveladas con anticuerpo anti-V5 para normalizar 
la cantidad de Nrf2 total por calle.  
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11 Determinación de RNA mensajero mediante PCR cuantitativa a tiempo real.  
Se extrajo el RNA total de células HEK293T sembradas en placas de 60 mm de 
diámetro utilizando el método de TRIzol de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
Un μg de RNA total, cuantificado por espectrofotometría, se empleó para la reacción de 
síntesis de cDNA en 20 μl usando el kit High Capacity RNA‐to‐cDNA (Applied Biosystems).  
La reacción de PCR cuantitativa a tiempo real se realizó en 10 μl usando Sybr 
Green Master Mix (Applied Biosystems) y 5 pmoles de cada oligonucleótido específico 
(Tabla 3). La reacción se realizó en el equipo StepOne (Applied Biosystems). Tras una 
desnaturalización inicial de 95°C de 10 min, las condiciones de PCR fueron: 15 s a 95 °C 
(desnaturalización), 30 s a 60 °C (anillamiento) y 30 s a 60 °C (elongación). El análisis de 
curva de melting permitió mostrar la especificidad de los amplicones. El ciclo umbral, que 
es inversamente proporcional a la cantidad de cDNA amplificado, se midió como el 
número de ciclo a partir del cual la emisión fluorescente aparece por encima del fondo. Los 
niveles de mRNA fueron estimados mediante el método del ΔΔCt utilizando como 
referencia el gen de expresión constitutiva β‐actina de ratón. Todas las reacciones fueron 
realizadas por triplicado. 
12 Ensayos de actividad luciferasa.  
HEK293T sembradas en pocillos de placas de 24 pocillos se transfectaron 
transitoriamente mediante el método de fosfato cálcico. Tras 7 h fueron deprivadas de 
suero (0,5 %) durante 16 h.  A continuación, las células se lisaron en 100 µl de tampón de 
lisis (Promega) y 30 µl de este lisado se empleó para el ensayo de actividad luciferasa, 
realizado según el protocolo descrito por el fabricante. La cuantificación se realizó en un 
Gene Forward primers Reverse primers 
GSK-3β 5’-AGAGATAAAGATGGCAGCAAGG-3’ 5’-ATCCATTTCCAATCACTTTCG-3’ 
GSK-3α 5’-ACAGCGGGAAGGTGACCACAGTG-3’ 5’ AAGTACCGCAGCCTCACAATA-3’ 
GSTM5 5’-GAGAAGCAGAAGCCAGAGT-3’ 5’-ATACGATACTGGTCAAGAAT-3’ 
HO-1 5’-CACAGATGGCGTCACTTCGTC-3’ 5’-GTGAGGACCCACTGGAGGAG-3’ 
GCLM 5’-TTACCGAGGCTACGTGTCAGAC-3’ 5’-TATCGATGGTCAGGTCGATGTC-3’ 
GCLC 5’-AATCAGCCCCGATTTAGTCAGG-3’ 5’-CCAGCTGTGCAACTCCAAGGAC-3’ 
β-actin 5’-TCCTTCCTGGGCATGGAG-3’ 5’-AGGAGGAGCAATGATCTTGATCTT-3’ 
Table 3. Primers used in real time quantitative PCR. 
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luminómetro GloMax 96 microplate luminometer with dual injectors de Promega. Cada 
reacción se realizó por triplicado procesándolas siempre como muestras independientes. 
13 Ensayo de actividad lactato deshidrogenasa. 
La medida de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) nos permite 
cuantificar la muerte celular. La LDH es una enzima que está presente en el citosol de las 
células vivas y se libera en el medio extracelular al permeabilizarse la membrana de las 
células dañada. La actividad LDH se midió usando el kit Cytotoxicity Detection Kit (Roche 
Diagnostics) de acuerdo a las instrucciones del fabricante La enzima LDH cataliza la 
reducción de NAD+ a NADH en presencia de L-lactato. La formación de NADH se puede 
medir acoplando una reacción en la que la sal de tetrazolium (INT) se reduce hasta 
formazán rojo. La cantidad e intensidad de color debido al formazán solubilizado puede 
medirse espectrofotométricamente a 490 nm. El porcentaje de toxicidad celular fue 
calculada utilizando la siguiente fórmula: 100 x (liberación de LDH experimental) / (LDH 
total). Los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. 
14 Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear. 
La espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fue realizada en el 
laboratorio del Dr. Gildas Bertho (Universidad Paris-Descartes, París, Francia). Los 
diferentes experimentos fueron llevados a cabo a una frecuencia de resonancia o 
frecuencia de Larmor de 500.13 MHz para los átomos 1H en un espectrómetro Bruker 
AVANCE 500 conectado a una estación Linux con el programa Xwinnmr de Bruker. Las 
muestras se prepararon en tubos de 5 mm de vidrio de borosilicato o en tubos de 5 mm 
Shigemi, según el volumen de la muestra. Un tubo Shigemi es un tubo de RMN de tamaño 
microescala en comparación con los tubos habituales. Los tubos Shigemi son apropiados 
para experimentos de RMN de péptidos y proteínas donde se dispone un volumen de 
muestra pequeño consiguiendo una mayor concentración del péptido a analizar. La 
profundidad reducida de la muestra se ve compensada con vidrio sólido en el tubo de RMN 
por debajo del nivel de la muestra. 
Los péptidos fueron preparados a una concentración de 1.6 mM en tampón 
fosfato sódico 20 mM pH 7.2 preparado en 95 % H2O y 5 % 2H2O.  Para los experimentos 
de RMN con β-TrCP, el ratio péptido:β-TrCP fue establecido en 98:1 (1.6 mM  4P-hNrf2 o 
2P-hNrf2 y 17 µM MBP-β-TrCP). Los desplazamientos químicos de cada elemento fueron 
asignados en función del estándar interno que fue añadido a cada muestra,  ácido 3-
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(trimetilsilil)-propiónico-2,2,3,3-d4, sal sódica (TSP-d4). Los experimentos 1D 1H, 2D 
TOCSY, 2D NOESY, 2D 1H-13C HSQC y 1D STD se realizaron a pH 7.2, a 280 K y 293 K. 
Los espectros bidimensionales fueron analizados de acuerdo con los métodos 
States o TPPI (Time-Proportional receiver Phase Incrementation) (197), permitiéndonos 
eliminar del espectro sin señales indeseadas. Asimismo, en todos los experimentos de 
RMN de las muestras eliminamos la señal del solvente H2O/2H2O 95:5 utilizando el método 
WATERGATE (170) o el método Excitation Sculpting (91) como técnicas de supresión de 
agua.  
Los espectros 2D TOCSY (Total Correlation spectroscopy) fueron registrados 
utilizando una secuencia de bloqueo de espín que se logra con un tren de pulsos MLEV-17 
o ciclo de desacoplamiento de Malcolm LEVitt (11) colocando al sistema en condiciones de 
mezcla isotrópica (todos los espines experimentan el mismo campo efectivo) con un 
tiempo de mezcla (m) de 35 y 70 ms, respectivamente. Los espectros 2D NOESY fueron 
registrados utilizando un tiempo de mezcla (m) de 100, 200 o 500 ms. Los espectros 
heteronucleares 1H-13C HSQC fueron obtenidos en las mismas condiciones. 
Los espectros 1H STD (Saturation Transfer Difference) para analizar la interacción 
Nrf2-β-TrCP fueron registrados a 500 MHz con 1024 escaneos y saturación selectiva de la 
resonancia de proteína a -3 ppm (frecuencia de irradiación on o acoplada). La frecuencia 
de irradiación desacoplada, frecuencia de irradiación off, fue de 30 ppm para el espectro 
de referencia. A esta frecuencia  de irradiación acoplada no se encuentran resonancias de 
péptidos, mientras que el ancho de las señales de la proteína todavía permite que sea 
selectivamente y uniformemente saturada y por tanto, ser utilizado eficientemente para la 
técnica STD. A fin de lograr la selectividad deseada y evitar irradiación lateral, se 
emplearon para la saturación de las señales de la proteína una serie de 40 pulsos 
gaussianos de 50 ms igualmente espaciados (tiempo total de saturación ~2.05 s), con 1 ms 
de tiempo entre pulsos. Con una atenuación de 50 dB, la intensidad de campo de radio-
frecuencia para los pulsos de saturación selectivos en todos los experimentos de STD fue 
de 190 Hz. Esta irradiación produjo la saturación completa de la proteína consiguiendo 
una difusión de espín eficiente.  En cada pulso, el espectro se generó sustrayendo el 
espectro saturado del espectro de referencia vía phase cycling. Los valores relativos de 
STD fueron calculados dividiendo el valor de la intensidad de la señal en el espectro STD 
entre la intensidad correspondiente de la misma señal en el espectro de referencia 1H 1D 
RMN obtenidos ambos en las mismas condiciones. El valor de STD máximo fue 
considerado  como 100 % y el resto de intensidades fueron relativizadas a este valor. 
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Los espectros TRNOESY (Transferred Nuclear Overhauser, NOE transferido) de los 
péptidos 4P-hNrf2 o 2P-hNrf2 fueron registrados utilizando un tiempo de mezcla (m) de 
100, 200 o 500 ms.  
15 Modelado molecular de la interacción Nrf2-β-TrCP. 
La modelización molecular permite a partir de los ensayos de RMN realizados 
generar estructuras tridimensionales del complejo proteína-ligando. Para ello, utilizamos 
las restricciones calculadas a partir de los picos NOE. Estos parámetros fueron 
incorporados dentro del programa ARIA 2.3 (134). ARIA introduce restricciones de 
distancia ambiguas dentro del proceso de cálculo de la estructura. En ARIA, el proceso 
lleva varias iteraciones y se inicia a partir de una lista de picos y de desplazamientos 
químicos obtenidos experimentalmente. Normalmente, en el ciclo 0, se genera una 
estructura inicial que sirve de “plantilla”, mientras que en las 8 iteraciones consecutivas se 
realiza la asignación de los picos NOE, su calibración y un análisis de las violaciones 
existentes respecto a los promedios de distancia interprotónicas calculados para los 
confórmeros de energía más baja de la iteración anterior. Es decir, en cada ciclo se 
calibran y asignan los espectros NOESY. En la iteración final, un conjunto de estructuras de 
baja energía es presentado como las estructuras finales. Este conjunto de estructuras de 
péptidos fue seleccionado considerando la geometría correcta y la ausencia de violaciones 
de restricción de distancia mayores a  0.5 Å. El programa PyMOL (44) fue utilizado para el 
análisis y la presentación de las estructuras generadas. Finalmente, fueron realizados 
análisis de docking o acoplamiento utilizando Surflex-Dock 2.0 (SYBYL X 1.2, Tripos 
Certara Company). Surflex-Dock acopla ligandos flexible a un receptor rígido. Este 
programa usa  una función de puntuación empírica para acoplar los péptidos de Nrf2 en el 
lugar de unión de los sustratos a β-TrCP. El primer paso consiste en introducir la 
estructura del complejo β-TrCP unido a un péptido de β-catenina que previamente ha sido 
validada por cristalografía de rayos X (Código PDB 1P22) (222). La estructura de la 
proteína se compone de la estructura tridimensional del complejo de β-TrCP-Skp1 
humano. Para analizar el posible mecanismo de acción de Nrf2 sobre el complejo β-TrCP-
Skp1, el siguiente paso fue remplazar el péptido de β-catenina por los obtenidos para Nrf2 
en el sitio de unión a β-TrCP. Se generaron 30 modelos y se clasificaron según el valor de 
puntuación que representa la energía de interacción, siendo mejor estructura cuanto 
mayor sea dicho valor.  
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16 Determinación de los niveles de glutatión reducido y oxidado. 
Los niveles de glutatión reducido (GSH) fueron medidos utilizando el siguiente 
método fluorimétrico. Los hipocampos fueron homogeneizados en 1 ml de tampón EDTA 
fosfato pH 8.0 suplementado con 300 µl de HPO3 (25 %). A continuación, fueron 
centrifugados a 3.000 g durante 15 min para eliminar la presencia de proteínas. 
Separamos 500 µl de cada sobrenadante y añadimos 500 µl de tampón EDTA-fosfato 
suplementado con 100 µl de o-ftalaldehído (OPA). Las muestras se incubaron a 
temperatura ambiente durante 15 min en oscuridad. La cantidad de fluorescencia se 
detectó en un fluorímetro Synergy HT (Bio-Tek) a una longitud de onda de 350 nm 
(excitación) y 420 nm (emisión). Los valores fueron calculados por interpolación en una 
curva estándar de GSH, corregidos con la cantidad de proteína total y expresados como µg 
de GSH por mg de proteína. 
La cuantificación de glutatión oxidado (GSSG) se determinó en 500 µl de cada 
sobrenadante y se les añadió 100 µl de ditiotreitol (DTT) (25 mM) para reducir los 
puentes –SH y obtener la cantidad total de GSH. Así se incubaron durante 30 min a 4 ºC. 
Posteriormente fueron centrifugadas a 5.000 g durante 10 min. El sobrenadante se utilizó 
para la cuantificación de GSH por el método descrito anteriormente y la concentración de 
GSSG fue obtenida por la sustracción de los valores de GSH a los de GSH total. Los valores 
son expresados como µg de GSSG por mg de proteína. 
17 Determinación de los niveles de proteínas oxidadas. 
El contenido de proteínas carboniladas en los hipocampos de los animales -Cre y 
+Cre fue determinado según el siguiente protocolo. Los tejidos homogeneizados en 
tampón EDTA fosfato fueron incubados durante 1 h con sulfato de estreptomicina y 
posteriormente centrifugados a 6.000 g para eliminar los ácidos nucleídos. Entonces, los 
sobrenadantes fueron tratados con 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) (10 mM) disuelta en 
tampón fosfato-HCl (2N), y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en agitación 
constante y en oscuridad. Posteriormente las proteínas fueron precipitadas con solución 
de TCA (acido tricloroacetico, 20 %) y centrifugadas a 3.000  g durante 10 min. Finalmente 
el precipitado fue resuspendido con hidrocloruro de guanidina (1M). El contenido de 
carbonilos fue calculado en función de la formación de proteína-hidrazona después de la 
reacción con DNPH, determinada a partir de la absorbancia a 370 nm (coeficiente de 
absorción molar = 22.000 M-1 cm-1). El contenido de proteínas carboniladas fue expresado 
como nmoles de carbonilo corregida por mg de proteína. 
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18 Determinación de los niveles de peroxidación lipídica. 
La peroxidación lipídica fue determinada como la formación de malondialdehído 
(MDA). 200 µL de los homogenados de hipocampo fueron añadidos sobre 300 µl de 
solución TBA (0.375 g TBA (acido tiobarbiturico), 7.5 g ácido tricloroacético, 2.5 ml HCl) e 
incubados a 100 ºC durante 30 min. Se mantuvieron las muestras 5 min en hielo y se 
centrifugaron a 3.000 g durante 15 min. La aparición de un cromóforo rosa indica la 
presencia de productos peroxidados. La concentración de lípidos peroxidados es 
directamente proporcional a la densidad del cromóforo. Las cantidades de MDA fueron 
determinadas por espectofotometría a 532 nm y los valores calculados por interpolación 
en una curva estándar de MDA con 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Los resultados fueron 
calculados como nmoles de MDA corregidos por mg de proteína.  
19 Obtención de las secciones de hipocampo y medición de estrés oxidativo y de 
muerte celular. 
Los ratones fueron decapitados y cada cerebro fue rápidamente puesto en 
tampón de disección Krebs-bicarbontato pH 7.4 (120 mM NaCl, 2 mM KCl, 0.5 mM CaCl2, 
26 mM NaHCO3, 10 mM MgSO4, 1.18 mM KH2PO4, 11 mM glucosa y 200 mM sacarosa). 
Todas las cámaras de cultivo fueron burbujeadas con una mezcla gaseosa 95 % O2/5 % 
CO2 durante 45 min antes de la inmersión de las secciones para mantener la saturación de 
O2. Los hipocampos se diseccionaron rápidamente y se pegaron verticalmente sobre 
bloques de agar en la cámara. Se sumergieron en tampón de disección oxigenado y se 
hicieron secciones de 200 µm utilizando un vibratomo TS1000 (Leica). Los parámetros de 
corte fueron 0.5 mm/s, 60 Hz y amplitud de 0.8 mm. Inmediatamente, las secciones fueron 
transferidas a un vial con tampón de disección sin sacarosa y burbujeadas la con mezcla 
gaseosa 95 % O2/5 % CO2 a temperatura ambiente durante 1 h. A continuación, las 
secciones fueron incubadas con la sonda 2,7-diclorodihidrofluoresceína diacetato 
H2DCFDA (100 μM) (Invitrogen) durante 45 min en tampón Krebs (120 mM NaCl, 2 mM 
KCl, 2 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 1.19 mM MgSO4, 1.18 mM KH2PO4 y 11 mM glucosa). Las 
secciones fueron lavadas dos veces con tampón Krebs y guardadas durante 15 min antes 
de comenzar el experimento. Entonces, las secciones fueron tratadas con kainato (500 µM, 
2 h) (Sigma), H2O2 (2 mM, 1 h) o tampón Krebs. Durante los últimos 5 min de incubación, 
las secciones fueron tratadas con ioduro de propidio (IP, 1 mg/ml) y con Hoechst 33342 (1 
mg/ml).  
La medición de la fluorescencia fue realizada en un microscopio de fluorescencia 
invertido (Nikon Eclipse TE300). La H2DCFDA fue excitada a 485 nm. La luz emitida fue 
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trasmitida a través de un espejo dicroico de 505 nm y de un filtro de emisión de 520 nm. El 
IP fue excitado a 530 nm. La luz emitida fue trasmitida a través de un espejo dicroico de 
575 nm y de un filtro de emisión de 580 nm. El Hoechst fue excitado a 340 nm. La luz 
emitida fue trasmitida a través de un espejo dicroico de 400 nm y de un filtro de emisión 
de 460 nm. La fluorescencia de IP se normalizó con la correspondiente al Hoechst. 
20 Cuantificación de imágenes y análisis estadístico.   
Las diferentes intensidades de las bandas (unidades densitométricas arbitrarias) 
correspondientes a la detección de proteínas por inmunoblot, fueron cuantificadas 
utilizando el programa MCID (MCID, Cambridge, UK). 
La cuantificación densitométrica de la fluorescencia emitida por la H2DCFDA y 
por el IP en las secciones de hipocampo fue realizada con el programa Metafluor Analyst 
(MDS Analytical Technologies Downingtown, PA) 
El análisis paramétrico cuantitativo de los datos experimentales y su significación 
estadística se realizó sometiendo la medida control y la medida problema a una prueba de 
t de Student empleando el programa de análisis estadístico Graph Pad Prism 5.0. Salvo que 
se indique lo contrario, el tamaño natural es n=3, considerado significativo p<0.05. Las 
barras de error indican desviación estándar o error estándar de la media, indicado según 
el caso.  
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Resultados 
1 El ácido nordihidroguayarético (NDGA) activa a Nrf2 mediante la inhibición de 
la quinasa GSK-3.  
1.1  El NDGA activa el eje Nrf2/HO-1 por un mecanismo independiente de Keap1. 
En primer lugar, nos propusimos determinar si el NDGA activa la expresión de un 
gen prototipo con Elementos de Respuesta Antioxidantes (ARE) regulado por Nrf2, Hmox1, 
que codifica hemo oxigenasa-1 (HO-1) y si esta inducción es dependiente de Nrf2. 
Fibroblastos embrionarios (MEFs) de ratones silvestres (Nrf2+/+) o deficientes en Nrf2 
(Nrf2-/-) fueron incubados con dosis crecientes de NDGA (1, 3 y 10 µM, 6 h). Como se 
observa en la Fig. 11, el NDGA aumentó los niveles de proteína HO-1 únicamente en los 
MEFs silvestres, concluyendo que Nrf2 es imprescindible para la inducción de HO-1 
mediada por el NDGA. 
Múltiples estudios demuestran que los agentes electrofílicos activan a Nrf2 
mediante la formación de aductos e inhibición de la E3 ligasa Keap1. Por tanto, analizamos 
si el NDGA podría participar en la regulación de Nrf2 mediante esta vía canónica. Para ello, 
utilizamos MEFs procedentes de ratones silvestres (Keap1+/+) o deficientes en Keap1 
(Keap1-/-) tratados con NDGA durante los tiempos indicados (Fig. 12). 
Sorprendentemente, en ambos tipos celulares, el NDGA tuvo un efecto  bifásico similar 
Figure 11. NDGA requires Nrf2 to induce HO-1 protein expression. A and B,  HO-1 protein levels in MEFs 
from Nrf2+/+ and Nrf2-/- mice subjected to the indicated NDGA concentrations for 6 h. (Top) Immunoblots 
with anti-HO-1 antibodies. (Bottom) Immunoblots with anti-β-actin antibodies, showing similar amounts of 
protein lysate per lane. C, Densitometric quantification of A and B. Data are expressed as means ± SEM, n=3. 
***p<0.001 vs 0 μM NDGA. 
 
RESULTADOS 
92 | P á g i n a  
 
sobre la acumulación de Nrf2, de manera que durante las 3 h iniciales, los niveles de Nrf2 
disminuyeron, y durante las 3 h siguientes, la cantidad de Nrf2 aumentó alcanzando el 
máximo a las 6 h de tratamiento. También se observó un incremento similar en los niveles 
de HO-1 en ambas células a las 6 h de tratamiento. Estos resultados indican que el NDGA, 
un agente electrofílico estándar, utiliza un nuevo mecanismo de regulación de Nrf2 que es, 
al menos en parte,  independiente de Keap1 
1.2 Vías de señalización activadas por NDGA. 
Puesto que existe un mecanismo alternativo a Keap1, analizamos si la activación 
de vías de señalización explicaría este comportamiento bifásico observado en la Fig. 12 a 
corto y largo plazo. Con el fin de examinar las posibles rutas que podrían ser inducidas por 
el NDGA, se analizó la activación de las quinasas Akt, ERK1/2, p38, y JNK en MEFs Keap1+/+ 
y Keap1-/-. Para caracterizar el estado de activación de estas rutas, se utilizaron 
anticuerpos fosfoespecíficos que reconocen el estado activo de las quinasas 
correspondientes. Como se observa en la Fig. 13, el tratamiento con NDGA provocó de 
nuevo una respuesta bifásica. Durante la primera hora, observamos una reducción en la 
Figure 12. NDGA increases Nrf2 and HO-1 protein levels in MEFs from Keap1+/+ and Keap1-/- mice with 
similar kinetics. Low-serum-starved MEFs were subjected to 15 μM NDGA for the indicated times. A and B, 
Immunoblots, (top) anti-Nrf2 antibodies, (middle) anti-HO-1 antibodies, and (bottom) anti-β-actin antibodies 
showing similar protein loads per lane. C and D, Densitometric analysis of Nrf2 and HO-1 protein levels from 
representative blots from A and B, expressed as a ratio of Nrf2/β-actin or HO-1/β-actin. Data are expressed as 
means ± SEM, n=3. ***p<0.001 vs 0 time. 
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actividad de Akt y p38 en ambos tipos celulares, no teniendo efecto en la actividad de 
ERK1/2 y de JNK. Sin embargo, tras 3 y 6 h, las cuatro vías de señalización estaban 
activadas. Para determinar la contribución de estas rutas en el incremento de Nrf2, los 
MEFs Keap1+/+ y Keap1-/- fueron pre-tratados con los inhibidores selectivos de cada vía 
durante 15 min y después con NDGA durante 6 h (Fig. 14). Como se observa en las Figs. 
14A-C, la inhibición de las rutas PI3K/Akt, p38 y JNK pero no la de ERK1/2, supuso una 
reducción parcial de los niveles de Nrf2 por NDGA en ambos tipos celulares aunque el 
efecto fue más evidente en los MEFs Keap1-/-, posiblemente porque éstos ya carecen de la 
regulación dependiente de Keap1. Como control de inhibición, la Fig. 14D muestra la 
pérdida de fosforilación selectiva de cada quinasa con su inhibidor correspondiente. Estos 
resultados sugieren que este nuevo mecanismo de regulación de Nrf2, independiente de 
Keap1, involucra al menos tres rutas de señalización celular: PI3K/Akt, p38 y JNK. 
1.3 Las vías de señalización activadas por NDGA convergen a nivel de la inhibición 
de GSK-3. 
Aunque hay muchos estudios que demuestran el efecto de múltiples compuestos 
xenobióticos sobre la activación de estas vías de señalización, todavía no se conoce el 
mecanismo por el cual todas ellas convergen en la modulación de Nrf2. Un posible 
mecanismo de integración es la quinasa GSK-3, dado que como se ha descrito en la 
Figure 13. NDGA activates the MAPK and PI3K pathways. MEFs from Keap1+/+ and Keap1-/- mice were 
maintained for 16 h in low-serum medium and then stimulated with 15 μM NDGA for the indicated times. A 
and B, Whole-protein lysates were then immunoblotted with activation-specific antibodies that recognize 
phospho-Akt (p-Akt), phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2), phospho-p38 (p-p38), and phospho-JNK (p-JNK). 
Parallel immunoblots were analyzed for total kinase levels with anti-Akt, anti-ERK1/2, anti-p38, and anti-JNK 
antibodies, respectively. C and D, Graphs corresponding to densitometric quantification of phospho-Akt, 
phospho-ERK1/2, phospho-JNK, and phospho-p38 levels relative to total kinase levels as indicated. 
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Figure 14. Effects of MAPK and PI3K inhibitors on induction of Nrf2 and HO-1 protein by NDGA. MEFs 
from Keap1+/+ and Keap1-/- mice were grown in low-serum medium for 16 h and then were pre-incubated 
with 40 μM LY294002, 50 μM PD98059, 5 μM SB203580, or 10 μM SP600125 for 15 min. Cells were subjected 
to 15 μM NDGA for 6 h. A, (Top) Immunoblot with anti-Nrf2 antibodies, (middle) immunoblot with anti-HO-1 
antibodies, (bottom) immunoblot with anti-β-actin antibodies showing similar amounts of protein per lane. 
B, Densitometric quantification of Nrf2 protein levels from representative blots from A expressed as a ratio of 
Nrf2/β-actin. Data are expressed as means ± SEM, n=3. ***p<0.001 vs NDGA control group. C, Densitometric 
quantification of HO-1 protein levels from representative blots from A expressed as a ratio of HO-1/β-actin. 
Data are expressed as means ± SEM, n=3. ***p<0.001 vs NDGA control group. D, Inhibitory activity was 
monitored with phosphorylation specific antibodies that recognize the active forms of Akt (p-Akt1), ERK1/2 
(p-ERK1/2), p38 (p-p38) and JNK (p-JNK). Inhibition of p38 activity was also monitored with anti-MAK-
PAKT, which recognizes this phosphorylated product of p38 activity. 
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Introducción, puede ser inhibida tanto por PI3K/Akt a través de la fosforilación de la 
Ser21/9 de GSK-3α/β, como por p38 y posiblemente JNK a través de la fosforilación en la 
Thr390 de GSK-3β. Con esta idea, se analizó la implicación de GSK-3 en la estabilidad de 
Nrf2 mediada por NDGA. Para ello, los MEFs Keap1+/+ y Keap1-/- fueron tratados con NDGA 
(15 µM) junto al inhibidor de GSK-3, SB216763 (20 µM) durante 6 h (Figs. 15A y B). El 
SB216763 es un inhibidor competitivo de ATP selectivo que inhibe ambas isoformas de 
GSK-3 (IC50 de 34 nM y 7 nM para GSK-3α y GSK-3β, respectivamente). Tanto en los 
fibroblastos silvestres como en los deficientes en Keap1, el tratamiento combinado de 
NDGA y SB216763 provocó un incremento de los niveles de Nrf2 y HO-1, sugiriendo un 
efecto sinérgico de ambos compuestos. Dado que la inhibición de la actividad de GSK-3β 
puede ser monitorizada con anticuerpos contra las versiones fosforiladas en Ser9 y 
Thr390 de GSK-3β humana, analizamos las células humanas HEK293T. Como se muestra 
en las Figs. 15C y D, el tratamiento con NDGA durante 1 a 3 h incrementó las 
fosforilaciones inhibitorias de GSK-3β de la Ser9 y de la Thr390, situando a GSK-3β como 
Figure 15. NDGA targets GSK-3 and increases stability of Nrf2 though the Neh6 phosphodegron. A, NDGA 
and the GSK-3 inhibitor SB216763 cooperate to increase Nrf2 and HO-1 protein levels in both Keap1+/+ and 
Keap1−/− MEFs. Cells were grown in low serum for 16 h and then incubated with SB216763 or NDGA as 
indicated for 6 h, and whole-protein lysates were immunoblotted. (Top) Anti-Nrf2 antibodies, (middle) anti-
HO-1 antibodies, (bottom) anti-β-actin antibodies. B, Densitometric quantification of Nrf2 and HO-1 protein 
levels from representative blots from A expressed as a ratio of Nrf2/β-actin and HO-1/β-actin. Data are 
expressed as means ± SEM, n=3. All groups p<0.001 vs NDGA control group. C, Time course of NDGA-induced 
phosphorylation of GSK-3β. HEK293T cells were grown in low-serum medium for 16 h and then were 
incubated with 15 μM NDGA for the indicated times. GSK-3β activity was monitored with antibodies against 
phospho-Ser9 (p-S9) and phospho-Thr390 (p-T390), which recognize phosphorylated inactive forms of this 
kinase. D, Densitometric quantification of p-Ser9-GSK-3β and p-Thr390-GSK3β from representative blots 
from C expressed as a ratio of p-Ser9-GSK-3β/GSK-3β and p-Thr390-GSK-3β/GSK-3β. 
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un integrador de estas vías de señalización activadas por NDGA. 
1.4 La inhibición de GSK-3 participa en la protección por NDGA frente a muerte 
celular inducida por H2O2. 
Con el fin de examinar la relevancia de la activación de Nrf2 por NDGA y el papel 
regulador de GSK-3, sometimos MEFs procedentes de ratones silvestres, Nrf2-/- y Keap1-/-
al daño oxidativo producido por H2O2. Estos fibroblastos fueron tratados con SB216763 
(10 µM) y NDGA (10 µM) durante 6 h, tiempo que permite inducir enzimas antioxidantes 
reguladas por Nrf2 (Fig. 11). Experimentos previos muestran que este tipo de compuestos 
promueven una pérdida transitoria de GSH. Por ello, decidimos dejar un tiempo de 
recuperación de 4 h antes de someterlas a H2O2 (1 mM) dutante 16 h (Fig. 16A). 
Analizamos la muerte celular a través de la liberación de lactato deshidrogenasa al medio 
extracelular (Fig. 16B). Las células Keap1-/- fueron más resistentes a la muerte inducida 
por H2O2 que las silvestres, posiblemente porque sus niveles de Nrf2 son más elevados en 
condiciones basales (Fig. 12). Tanto el NDGA como el SB216763 protegieron a los MEFs 
silvestres y Keap1-/- y además cooperaron en la citoprotección frente al daño causado por 
el H2O2. Sin embargo, en los MEFs Nrf2-/-, ni el NDGA ni el SB216763 mostraron un efecto 
citoprotector significativo. Estos resultados señalan la importancia funcional de la 
Figure 16. NDGA protects against H2O2-induced cell death by a Keap1-independent mechanism. A, 
Experimental protocol of NDGA and SB276763 treatments to analyze the levels of LDH activity released. Low-
serum-starved wild-type, Keap1-/-, and Nrf2-/- MEFs were treated with 10 μM SB216763, 10 μM NDGA, or 
both compounds for 6 h. Then, the cells were allowed to recover in low serum without these compounds for 4 
h and finally were subjected to 1 mM H2O2 for 16 h. B, LDH activity was measured in the culture medium and 
in cell lysates. Values correspond to percentage of LDH activity released into the culture medium and indicate 
means ± SEM of three samples. #p<0.05 vs untreated wild-type cells, and **p<0.01 or ***p<0.001 vs each 
untreated cell type. 
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modulación del eje GSK-3/Nrf2 por el NDGA como mecanismo citoprotector frente a 
muerte celular inducida por estrés oxidativo. 
1.5 Los inhibidores de GSK-3 cooperan con la tert-butilhidroquinona (tBHQ) y el 
sulforafano (SFN) en la inducción de Nrf2.  
A continuación determinamos si GSK-3 podría estar también implicada en la 
regulación de Nrf2 en respuesta a dos inductores modelo como la tert-butilhidroquinona 
(tBHQ) y el sulforafano (SFN). En primer lugar, medimos los niveles de Nrf2 en células 
HEK293T tratadas con estos dos inductores, tBHQ (15 µM, 6 h) y SFN (10 µM, 6 h), y con el 
inhibidor de GSK-3, SB216763 (20 µM, 6 h). Como se muestra en la Fig. 17A, la tBHQ y el 
SFN produjeron un modesto incremento en los niveles proteicos de Nrf2. Por el contario, 
no tuvieron efecto sobre los niveles de β-catenina, un sustrato bien caracterizado de GSK-3 
que empleamos como control de la inhibición de esta quinasa. Es interesante que el 
tratamiento con SB216763 aumentó los niveles de β-catenina y Nrf2, y que este efecto fue 
más notorio en presencia de SFN o tBHQ. Como se observa en la Fig. 17B, los niveles de 
RNA mensajero de Nrf2 no sufrieron cambios significativos, indicando que las variaciones 
en los niveles proteicos de Nrf2 no fueron debidos a un cambio de expresión génica sino 
posiblemente a un aumento de la estabilidad de la proteína. 
Con el objetivo de analizar el impacto del incremento de Nrf2 sobre su actividad 
transcripcional, utilizamos un plásmido reportero de luciferasa, denominado ARE-Luc. 
Este reportero está constituido por tres AREs procedentes del promotor del gen Hmox1 
dispuestos en tándem controlando la expresión del gen de la luciferasa. Las células 
HEK293T fueron transfectadas con el vector ARE-Luc y con pTK-Renilla, como control 
interno, y fueron tratadas durante 16 h con dosis sub-óptimas de tBHQ (3 µM),  SFN (3 
µM) y SB216763 (20 µM) como se muestra en la Fig. 17C. Estas concentraciones fueron 
elegidas para obtener una inducción parcial que nos permitiera detectar la cooperación 
con SB216763. Los tratamientos con tBHQ, SFN o SB216763 supusieron una activación de 
2,5-3,0 veces del reportero de luciferasa. Por otra parte, el tratamiento combinado de 
tBHQ o SFN con SB216763 condujo a un incremento aún mayor, de aproximadamente 5 
veces, indicando un efecto cooperativo de ambos compuestos con el inhibidor de GSK-3. 
En experimentos adicionales, estudiamos la regulación de Nrf2 por GSK-3 en 
células de neuroblastoma de ratón N2A utilizando dos inhibidores de GSK-3, litio y 
tiadiazolidinona-8 (TDZD-8), que no están relacionados estructuralmente con el 
SB216763. El litio es un inhibidor reversible no competitivo de ATP (IC50 = 2 mM) y el 
RESULTADOS 
98 | P á g i n a  
 
Figure 17. GSK-3 modulates Nrf2 and HO-1 levels. A, HEK293T cells were maintained in low-serum medium 
for 16 h before finally being treated with 15 µM tBHQ, or 10 µM SFN, or 20 µM SB216763 for 6 h. Upper blot, 
Nrf2 immunodetection in cell lysates; middle blot, β-catenin levels as a control for GSK-3 inhibition; lower 
blot, β-actin levels showing similar protein load per lane. B, Quantitative RT-PCR determination of messenger 
RNA of Nrf2 normalized by β-actin from HEK293T cells treated as in A. Variations are not statistically 
significant. C, HEK293T cells were transfected with ARE-LUC and pTK-Renilla control vectors, and after 
transfection the cells were treated with 3 µM tBHQ, or 3 µM SFN, or 20 µM SB216763 for 16 h before 
luciferase activity was measured. Asterisks denote statistically significant differences between the untreated 
and SB216763-treated groups according to a Student’s t test. D, SFN induction of AREs is attenuated by HA-
GSK-3βΔ9 expression. N2A neuroblasts were transfected with ARE-LUC and pTK-Renilla control vector and 
either empty vector or HA-GSK-3βΔ9 expression vector. After transfection cells were treated with the 
indicated SFN concentrations for 16 h and then analyzed for luciferase activity. E, Lithium and TDZD-8 
enhance the activation of ARE-LUC by SFN and tBHQ. N2A neuroblasts were transfected with ARE-LUC and 
pTK-Renilla control vector, pre-incubated for 30 min with 10 mM LiCl or 30 µΜ TDZD-8 and then 
supplemented with 3 μM SFN or 2 μM tBHQ for 16 h. F, Lithium and TDZD-8 cooperate with SFN to elevate 
HO-1 protein levels. N2A neuroblasts were placed in low-serum medium and pretreated with or without 10 
mM LiCl or 30 μM TDZD-8 and incubated with 3 μM SFN during 16 h. Upper panel, immunoblot showing HO-1 
protein levels. Lower panel, immunoblot showing similar amount of β-actin levels per lane.  
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TDZD-8 es un inhibidor selectivo no competitivo de ATP que se une al sitio activo de GSK-3 
(IC50 = 2 µM). Las células transfectadas con los vectores ARE-Luc y pTK-Renilla fueron 
tratadas con LiCl (10 mM) o con TDZD-8 (30 µM) durante 30 min y después con los 
inductores de Nrf2, SFN (3 µM) o tBHQ (2 µM) durante 16 h. Como se muestra en la Fig. 
17D, estos compuestos promovieron por sí solos un modesto incremento de la actividad 
luciferasa. Sin embargo, el litio o la TDZD-8 cooperaron con el SFN y con la tBHQ en la 
activación del reportero, alcanzando alrededor de 4 veces de inducción. Por otra parte, 
utilizamos un abordaje genético para regular la acción de GSK-3 sobre Nrf2, basado en la 
expresión de una versión constitutivamente activa de GSK-3β (HA-GSK-3βΔ9). Esta quinasa 
carece de los 9 primeros aminoácidos, perdiendo la serina 9, que participa en la inhibición 
de GSK-3β cuando es fosforilada por Akt u otras quinasas. Las células N2A se transfectaron 
con ARE-Luc, pTK-Renilla y HA-GSK-3βΔ9. A continuación, las células fueron tratadas con 
SFN (3 y 10 µM) durante 16 h. Como se observa en la Fig. 17E, el SFN indujo la actividad 
transcripcional de Nrf2 sobre ARE-Luc de manera dosis dependiente. Sin embargo, la 
sobreexpresión de GSK-3βΔ9 bloqueó la inducción de Nrf2 por SFN. Asimismo, analizamos 
los niveles proteicos de HO-1 en respuesta a SFN y los inhibidores de GSK-3. Como se 
muestra en la Fig. 17F, el SFN indujo de manera dosis-dependiente un incremento en los 
niveles de HO-1. El litio o el TDZD-8 también provocaron por sí solos un leve incremento 
de HO-1. Sin embargo, el tratamiento combinado de estos inhibidores con SFN provocó un 
aumento mayor de los niveles de HO-1, alcanzando saturación a  3 µM de SFN.  
En conjunto, estos resultados indican que GSK-3 inhibe la acción de los 
inductores clásicos de Nrf2 y sugiere que la regulación farmacológica de este factor de 
transcripción es más eficiente en presencia de inhibidores de GSK-3. 
2 Caracterización de la degradación de Nrf2 mediada por GSK-3/β-TrCP. 
2.1 GSK-3 regula la estabilidad de Nrf2 por un mecanismo independiente de Keap1. 
Dado que los resultados anteriores indican que GSK-3 modula la estabilidad de 
Nrf2, decidimos profundizar en este nuevo mecanismo de regulación y determinar con 
más detalle el papel de Keap1. Para ello, inhibimos GSK-3 en MEFs Keap1+/+ y Keap1-/- con 
SB216763 (20 µM, 3 o 6 h). La inhibición de GSK-3 incrementó los niveles de proteína de 
Nrf2 tanto en MEFs Keap1+/+ como en los MEFs Keap1-/- (Fig. 18A). Como esperábamos, los 
MEFs deficientes en  Keap1 presentaron  niveles basales de Nrf2 elevados. Estos 
resultados sugieren que la acción de GSK-3 sobre Nrf2 es independiente de Keap1.   
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Puesto que el principal mecanismo de regulación de Nrf2 consiste en el control 
de su estabilidad, nos propusimos analizar su vida media en respuesta a la inhibición de 
GSK-3 mediante un experimento de pulso y caza. MEFs silvestres y deficientes en Keap1 
fueron pre-tratados con SB216763 (20 µM, 2 h) y después con el inhibidor de la síntesis de 
proteínas cicloheximida (CHX, 40 µg/ml). Como se ilustra en la Fig. 18B, las células 
tratadas con SB216763 y CHX presentan un retraso en la curva de degradación de Nrf2 en 
comparación con las células tratadas sólo con CHX, incrementando su vida media desde 26 
a 44 min en los MEFs Keap1+/+ y desde 24 a 56 min en los MEFs Keap1-/- (Figs. 18C y D). En 
conjunto, estos resultados indican que GSK-3 modula la vida media de Nrf2 a través de un 
mecanismo independiente de Keap1.  
Como abordaje alternativo, comparamos los niveles proteicos de Nrf2 silvestre 
(Nrf2-V5) o una versión insensible a Keap1, que carece de los aminoácidos 79ETGE82 
situados en el dominio de interacción con Keap1 (Nrf2ΔETGE-V5) en presencia de 
SB216763. Como se muestra en las Figs. 19A y C, el tratamiento de células HEK293T con 
Figure 18. GSK-3 inhibition promotes Nrf2 protein accumulation in a Keap1-independent manner. A, MEFs 
from Keap1-deficient (Keap1-/-) or wild-type littermates (Keap1+/+) were maintained in low-serum for 16 h and 
then treated with 20 µM SB216763 for the times indicated. Upper blot, total Nrf2 protein levels; lower blot, β-
actin levels showing that similar amounts of protein were loaded per lane. B, MEFs were maintained in low-
serum for 16 h, and then treated with 20 µM SB216763 for 2 h prior to inhibition of protein synthesis with 40 
µg/ml cycloheximide (CHX). Whole-cell lysates were prepared at the indicated times after addition of CHX. 
Upper blots, Nrf2 protein levels in Keap1+/+ and Keap1-/- fibroblasts. Lower blots, β-actin levels showing similar 
protein loaded per lane from Keap1+/+ and Keap1-/- fibroblasts. C and D, Both graphs depict the natural 
logarithm of the relative levels of Nrf2 protein as a function of CHX chase-time in Keap1+/+ (C) or Keap1-/- (D) 
cells. Protein half-life has been determined in the linear range of the degradation curve.  
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SB216763 produjo una acumulación gradual de β-catenina, utilizada como control de 
inhibición de GSK-3, así como  de ambas versiones de Nrf2, indicando de nuevo que GSK-3 
actúa sobre Nrf2 independientemente de la regulación por Keap1.  
Puesto que los inhibidores que hemos utilizado no discriminan entre las dos 
isoformas de GSK-3, empleamos un abordaje genético para silenciar la expresión de cada 
una de ellas mediante el uso de RNA de interferencia (siRNA). Las células HEK293T fueron 
transfectadas con vectores de expresión para Nrf2-V5 o Nrf2ΔETGE-V5 y 24 h después 
fueron transfectadas con los siRNAs contra GSK-3α, GSK-3β o ambas isoformas. Como se 
aprecia en las Figs. 19B y D, obtuvimos una depleción de los niveles de estas isoenzimas en 
torno al 75%  que correlacionó con un incremento sustancial en los niveles proteicos tanto 
de Nrf2-V5 como de Nrf2ΔETGE-V5.  
En conjunto, estos resultados indican que la inhibición farmacológica o genética 
de ambas isoenzimas produce un aumento en la estabilidad de Nrf2 de un modo 
independiente a Keap1. 
Figure 19. Modulation of Nrf2 protein levels by GSK-3 is independent of Keap1. A and C. HEK293T cells 
were transfected with either V5-tagged Nrf2, wild-type, or Keap1-insensitive Nrf2 version (Nrf2ΔETGE-V5), 
maintained in low-serum for 16 h and then treated with 20 µM SB216763 for the indicated times. Upper 
blots, Nrf2-V5 (A) and Nrf2ΔETGE-V5 (C) protein levels; middle blots, β-catenin levels in the same cell lysates as 
a control for GSK-3 inhibition; lower blots, β-actin levels showing similar protein load per lane. B and D, 
HEK293T cells were transfected with either Nrf2-V5 (B) or Nrf2ΔETGE-V5 (D). After 24 h they were further 
transfected with siRNAs for GSK-3α, GSK-3β, or both or with a control scrambled siRNA as explained in 
Materials and Methods. Cells were lysed 24 h after siRNA transfection. Upper blots, Nrf2-V5 (B) and 
Nrf2ΔETGE-V5 (D) protein levels; middle blots, GSK-3α and β protein levels; lower blots, β-actin levels showing 
similar protein load per lane. 
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2.2 GSK-3 fosforila varias regiones de Nrf2. 
Como se muestra en la Fig. 20, Nrf2 presenta 5 regiones ricas en serina que 
conforman el patrón consenso de fosforilación por GSK-3, (S/T)X(1-4)(pS/pT), donde los 
residuos de pS/pT son los fosforilados previamente, es decir primados, por otras quinasas. 
También se destacan seis serinas y treoninas adyacentes a prolina ya que GSK-3 podría 
fosforilar estos residuos sin necesidad de primado. Dado el alto número de secuencias 
candidatas, estudiamos la fosforilación mediada por GSK-3 en mutantes de Nrf2 con 
deleciones crecientes desde el extremo N-terminal fusionados a proteína fluorescente 
amarilla (Fig. 21A). Estas quimeras, expresadas en bacterias y purificadas gracias a su cola 
de histidinas, fueron utilizadas para un ensayo de quinasa in vitro con GSK-3β 
recombinante. Como se muestra en la Fig. 21B, GSK-3β fosforiló in vitro a Nrf2 en 
numerosos sitios, disminuyendo la fosforilación a medida que la deleción fue mayor. 
Concretamente, la disminución fue más acentuada cuando se eliminaron las regiones 98-
279 (entre los mutantes Δ1 y Δ2) y 316-380 (entre los mutantes Δ3 y Δ4). Estos resultados 
indican que GSK-3 puede fosforilar a Nrf2 en varios sitios y por tanto no nos permiten 
identificar los residuos clave para regular su estabilidad.  
Figure 21. GSK-3 phosphorylates Nrf2 in multiple sites.  A, Diagram showing the general organization of 
the Neh domains in Nrf2 according to (96) and the EYFP-mNrf2-V5 chimeras with N-terminal deletions of 
mNrf2. Each chimera carries the following residues from mNrf2: Δ1, 98-579; Δ2, 280-579; Δ3, 316-579; Δ4, 
381-579; Δ5, 464-579. Black boxes indicate the position of Ser/Thr clusters that might be phosphorylated by 
GSK-3. B, Representative in vitro kinase assay on recombinant EYFP-Nrf2 chimeras with recombinant GSK-3β. 
Upper panel, 32P autoradiography showing EYFP-Nrf2 and GSK-3 phosphorylated forms; lower panel, 
Ponceau Red staining showing similar amounts of EYFP-Nrf2 chimeras per reaction. 
 
Figure 20 Previous page. Putative Ser and Thr phosphorylation sites in Nrf2 from vertebrates. Boxes 
indicate residues that are conserved at least in mammals. Yellow squares and blue boxes indicate clusters of 
Ser/Thr residues that might be phosphoryalted by GSK-3 with the collaboration of other kinases. These 
kinases, termed priming kinases, might create a recognition phospho-motive for GSK-3 in the consensus 
sequence (S/T)X(1-4)p(S/T), where X is any amino  acid and p(S/T) is a Ser/Thr residue that has been 
previously phosphorylated by some priming kinases. Red boxes indicate Ser residues adjacent to Pro, that 
might be phosphorylated by GSK-3 without the collaboration of a priming kinase. 
 
RESULTADOS 
104 | P á g i n a  
 
2.3 El sistema SCF/β-TrCP degrada Nrf2. 
En la bibliografía se recoge que GSK-3 regula la estabilidad de algunos de sus 
sustratos a través de la E3 ligasa SCF/β-TrCP. Dado que GSK-3 actúa regulando la 
estabilidad de Nrf2, examinamos el papel del complejo SCF/β-TrCP en MEFs Keap1-/- para 
evitar la interferencia de esta otra E3 ligasa. Los MEFs se transfectaron con siRNAs contra 
las isoformas de β-TrCP. Como se observa en las Figs. 22A y B, el silenciamiento de β-
TrCP1, β-TrCP2, o ambos supuso un incremento de los niveles proteicos de Nrf2. Esto 
resultados indican que ambas isoformas de β-TrCP están involucradas en la regulación de 
la estabilidad Nrf2 y apoyan la existencia de un dominio de degradación por β-TrCP en 
Nrf2. Dado que existe redundancia en la función de ambas isoformas de β-TrCP, en el resto 
de esta Tesis se indicará de forma general β-TrCP sin precisar la isoenzima utilizada.  
Alternativamente, utilizamos una versión dominante negativa de β-TrCP, β-
TrCPΔFbox-HA, que carece del dominio Fbox, responsable de la unión a Skp1, y por tanto, es 
incapaz de formar complejos de degradación funcionales. Las células HEK293T fueron 
transfectadas con Nrf2-V5 y Nrf2ΔETGE-V5 junto a cantidades crecientes de β-TrCPΔFbox-HA. 
En presencia de esta versión dominante negativa, se observó la acumulación de Nrf2-V5 y 
Nrf2ΔETGE-V5 (Fig. 22C), indicando nuevamente que β-TrCP participa en la degradación de 
Nrf2. 
A continuación obtuvimos una primera evidencia de que Nrf2 es ubiquitinado por 
un mecanismo dependiente de β-TrCP mediante un ensayo conjugado de fosforilación y 
ubiquitinación in vitro. En primer lugar Nrf2 recombinante fue fosforilado in vitro por 
GSK-3β para crear un sustrato que pudiera ser reconocido por β-TrCP. Dicho sustrato fue 
sometido a un ensayo de ubiquitinación utilizando el complejo de proteínas 
recombinantes que conforman SCF/β-TrCP. Como se muestra en la Fig. 22D, Nrf2 fue 
poliubiquitinado sólo en presencia del complejo SCF/β-TrCP completo. Además, 
observamos que Nrf2 fosforilado incorporó aproximadamente 2 veces más ubiquitina que 
la versión no fosforilada. Estos resultados indican que Nrf2 es un sustrato del complejo 
SCF/β-TrCP. 
El siguiente paso fue analizar in vivo la ubiquitinación de Nrf2. Para ello, células 
HEK293T fueron transfectadas con Nrf2ΔETGE-V5 y con un vector de expresión que codifica 
ubiquitina etiquetada con histidinas (His-Ub). Además, se incluyeron plásmidos que 
expresan GSK-3β inactiva, HA-GSK-3βY216F, o activa, HA-GSK-3βΔ9. La cantidad de Nrf2-V5 
ubiquitinado con His-Ub fue analizada en un ensayo de “pull-down” de histidinas seguido 
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Figure 22. Nrf2 is regulated by the E3 ligase β-TrCP through a Keap1-independent mechanism. A, Keap1-/- 
MEFs were transfected with siRNA against β-TrCP1 or/and β-TrCP2. Upper blot, Nrf2 levels; lower blot, GADPH 
levels showing similar protein load per lane. B, Quantitative RT-PCR determination of mRNA for β-TrCP1 and β-
TrCP2 normalized by β-actin from MEFs transfected as in A. Asterisks denote statistically significant differences 
with *p<0.05. C, HEK293T cells were co-transfected with Nrf2-V5 or Nrf2ΔETGE-V5 and the indicated amounts of 
the β-TrCP dominant negative (β-TrCPΔFbox-HA) mutant and then maintained in low-serum for 16 h. Whole-cell 
lysates were immunoblotted against anti-V5 antibody (upper blot), anti-HA antibody (middle blot) or with anti-β-
actin antibody showing similar amount of protein per sample (lower blot). D, In vitro ubiquinitation of Nrf2 by β-
TrCP complex. Bacterially expressed His-tagged Nrf2 was submitted to in vitro kinase assay in the absence (Nrf2) 
or presence (phospho-Nrf2) of recombinant GSK-3β. Nrf2 and phospho-Nrf2 (20 ng) were incubated at 25 ºC for 1 
h with purified ubiquitin, E1/Cdc34b, β-TrCP/Skp1 and Cul1/Rbx1 as indicated. Upper blot, poly-ubiquitinated 
Nrf2 detected by immunoblotting with anti-ubiquitin antibody. Lower blot, anti-Nrf2 showing similar amount of 
substrate per lane. Black arrowheads point the position of Nrf2 and E1; white arrowhead points the position of 
monoubiquitinated E1. E, HEK293T cells transfected with the indicated plasmids were treated with MG132 (40 
µM) for 3 h. A whole-cell lysate (input) and an affinity-purified His-tagged fraction (His-pull-down) were blotted 
with anti-V5 antibody. Upper blot, anti-V5 input; middle blot, ectopically expressed HA-tagged GSK-3β; lower 
blot, anti-V5 detection in His-pull-down fraction. The bracket indicates the mobility of poly-ubiquitinated Nrf2-V5 
(Nrf2-Ub) forms. F, Pull down assays of HEK293T cells co-transfected with expression vectors for the indicated 
EYFP fusion proteins, Δ1, Δ2, Δ3, Δ4, and Δ5, and β-TrCPΔFbox. Left panels, immunoblots showing inputs of 
ectopically expressed β-TrCPΔFbox-HA and EYFP-mNrf2-V5 proteins with anti-HA and anti-V5 antibodies, 
respectively. Right panels, immunoprecipitation of EYFP-mNrf2-V5 fusion chimeras with anti-V5 antibody 
followed by immunoblot with either anti-HA antibody to detect β-TrCPΔFbox-HA, or with anti-V5 antibody to detect 
EYFP-mNrf2-V5 chimeras. 
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 de inmunoblot con anticuerpo anti-V5 (Fig. 22E). En presencia de HA-GSK-3βΔ9, se 
observó un incremento en la ubiquitinación de Nrf2 en comparación con el mismo ensayo 
utilizando la versión inactiva de la quinasa, HA-GSK-3βY216F. En conjunto, estos resultados 
indican que GSK-3 crea un sitio de reconocimiento en Nrf2 para ubiquitinación in vivo por 
la E3 ligasa SCF/β-TrCP. 
Considerando que GSK-3 puede fosforilar a Nrf2 en varios residuos (Fig. 21), 
utilizamos un ensayo de asociación con los mutantes de deleción EYFP-Nrf2 para mapear 
los sitios implicados en la interacción con β-TrCP. Las células HEK293T fueron co-
transfectadas con los vectores de expresión de los mutantes de deleción de Nrf2 junto a la 
versión dominante negativa de β-TrCP, β-TrCPΔFbox-HA. Tras la transfección, las células 
fueron deprivadas de suero durante 16 h para mantener GSK-3 endógeno activo (180). La 
inmunoprecipitación de las quimeras de EYFP-Nrf2 con anticuerpo V5 demuestra que la 
asociación entre Nrf2 y β-TrCP se produce sólo en presencia de la región comprendida 
entre los aminoácidos 316 y 381 del dominio Neh6 de Nrf2 (proteínas Δ1, Δ2 y Δ3) (Fig. 
22F). Estos datos indican que Nrf2 presenta en el dominio Neh6 una secuencia putativa de 
fosforilación por GSK-3 y de degradación por β-TrCP.  
2.4 GSK-3β participa en la fosforilación de un grupo de serinas de Nrf2 dentro del 
dominio de destrucción por β-TrCP. 
Algunas proteínas fosforiladas por GSK-3 como β-catenina o Snail, presentan un 
dominio de destrucción consenso para β-TrCP caracterizado por la secuencia 
K(X)nDSG(X)1-4S, donde X corresponde a cualquier aminoácido (Fig. 23A). La fosforilación 
por GSK-3 en estos dominios promueve la degradación de sus sustratos por el sistema 
SCF/β-TrCP. En el dominio Neh6,  Nrf2 contiene una secuencia conservada evolutivamente 
que se asemeja al dominio de destrucción consenso para β-TrCP, y que, además, solapa 
con la secuencia rica en serinas que presenta un patrón consenso de fosforilación por GSK-
3, (S/T)X(1-4)(pS/pT).  Este grupo de serinas está localizado en ratón entre los aminoácidos 
335 y 355 y en humano entre los residuos 344 y 364  (Fig. 23A). El motivo de degradación 
por β-TrCP está presente en todos los vertebrados excepto en pollo, que contiene el 
dominio DSG(X)1-4S, pero carece de la lisina N-terminal que presentan el resto de 
vertebrados. En este sentido la proteína de pollo es similar a Snail humano y YAP humano. 
Los sustratos con el motivo DSG(X)1-4S más parecido a Nrf2 son YAP y EpoR, ya que estas 
proteínas presentan sólo dos residuos, Gly-Leu o Gly-Ile, entre las dos serinas del motivo 
DSG(X)1-4S, mientras que en Nrf2 estos residuos son Gly-Ile. 
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Con el fin de estudiar la relevancia de las seis serinas ubicadas en el dominio 
Neh6 de Nrf2 en la fosforilación por GSK-3 y en la degradación por β-TrCP, utilizamos un 
mutante de estas serinas. En primer lugar, se purificaron a partir de bacterias dos 
versiones de Nrf2, Nrf2ΔETGE-HisB y Nrf2ΔETGE 6S/6A-HisB. Esta última, además de ser 
insensible a Keap1, posee los seis residuos de serina de las posiciones 335, 338, 342, 347, 
Figure 23. Nrf2 is regulated by the E3 ligase β-TrCP complex through a destruction motif within its Neh6 
domain. A. Upper panel of sequences, primary structure of Nrf2 between residues 317 and 359 in the murine 
protein. The bold/underlined residues correspond to the putative site of phosphorylation by GSK-3 and the 
blue boxed ones correspond to the β-TrCP consensus motif. Lower panel of sequences, alignment of different 
well-known β-TrCP substrates showing the consensus sequence of the degradation motif. B, Representative 
in vitro kinase assay on recombinant Nrf2 or Nrf26S/6A proteins with HA tagged GSK-3β immunoprecipitated 
from HEK293T cells transfected with either the inactive HA-GSK-3βY216F mutant or with the constitutively 
active HA-GSK-3βΔ9 or HA-GSK-3βS9A mutants. Upper blot, immunocomplex kinase assay; middle blot, 
immunodetection of Nrf2 to assure similar quantity per reaction; lower blot, immunoblot with anti-HA 
antibody showing similar amount of GSK-3β per assay. C, Basal levels of Nrf2ΔETGE-V5 or Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 in 
HEK293T-transfected cells. Upper blot, anti-V5; Lower blot, β-actin. D, Densitometric quantification of 
representative blots from C. E. Nrf2 mRNA levels analyzed by quantitative RT-PCR from cells transfected as in 
C. F. Graph depicts the ratio between Nrf2 protein and mRNA levels as shown in D and E. 
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351 y 355 mutados a alaninas. Estas proteínas fueron utilizadas como sustratos en 
ensayos de fosforilación in vitro utilizando diferentes versiones de GSK-3β, inactiva (HA-
GSK-3βY216F) o activa (HA-GSK-3βΔ9 o HA-GSK-3βS9A) obtenidas por transfección de células 
HEK293T.  Como se muestra en la Fig. 23B,  la quinasa inactiva no fue capaz de fosforilar 
Nrf2, descartando así posibles quinasas contaminantes en los inmunocomplejos. Por el 
contrario, Nrf2ΔETGE-HisB y Nrf2ΔETGE 6S/6A-HisB fueron fosforilados in vitro por los mutantes 
activos de GSK-3β. Sin embargo, la fosforilación de Nrf2ΔETGE 6S/6A-HisB fue 
considerablemente menor que la de Nrf2ΔETGE-HisB, implicando que entre los sitios de 
fosforilación de Nrf2 por GSK-3β se encuentra este grupo de serinas localizado sobre el 
dominio de degradación por β-TrCP. 
Para determinar si la fosforilación de este grupo de serinas en Nrf2 afecta a su 
Figure 24. Mutation of the 6S cluster within the Neh6 domain increases Nrf2 protein stability. A and C. 
HEK293T cells were transfected with Nrf2ΔETGE-V5 or Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 or Nrf2ΔETGE ΔNeh6-V5, low-serum 
starved for 16 h, and finally submitted to protein synthesis inhibition with 100 µg/ml CHX. Whole-cell lysates 
were prepared at the indicated times after addition of CHX. Upper blot, Nrf2-V5 protein levels. Lower blot, β-
actin levels showing similar protein load per lane. B and D. Graphs depict the natural logarithm of the relative 
levels of Nrf2-V5 protein as a function of CHX chase-time. Protein half-life was determined using the linear 
part of the degradation curve. E. HEK293T cells were transfected with Nrf2ΔETGE-V5 or Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5, 
serum-starved for 16 h and then submitted to [35S]-methionine/[35S]-cysteine labelling for 1h. Then, cells 
were incubated in high methionine- and cysteine-containing medium and collected at the indicated times. For 
the 120 min-point the cells were treated with MG132 as internal control. Upper blot, 35S-autoradiography; 
lower blot, anti-V5 antibody. F. The graph shows the natural logarithm of the relative levels of Nrf2 as a 
function of 35S chase-time. Half-life has been determined in linear range of the degradation curve. 
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estabilidad, comparamos los niveles de Nrf2ΔETGE-V5 y Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 en condiciones 
basales.  La mutación de este grupo de serinas a alaninas supuso un incremento de los 
niveles de Nrf2 ectópico, mientras que no observamos cambios significativos en los niveles 
de RNA mensajero (Figs. 23C-F). Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 exhibió una movilidad electroforética 
más rápida en relación con la de Nrf2ΔETGE-V5 (Fig. 23C). Esto es debido, por una parte, a la 
variación en la masa molecular (104 Da por las seis sustituciones Ser a Ala), y, por otra, a 
que esta versión está menos fosforilada que la silvestre. 
A continuación, estudiamos cómo influye este grupo de serinas en la vida media 
de Nrf2 mediante un ensayo de pulso y caza con cicloheximida (CHX). Las células 
HEK293T fueron transfectadas con Nrf2ΔETGE-V5 o Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 y tratadas con CHX (40 
µg/ml) durante los períodos de tiempo indicados. Como se observa en las Figs. 24A y B, la 
mutación de las seis serinas incrementó la vida media de Nrf2 hasta aproximadamente el 
doble (41 min vs. 78 min.). Se obtuvieron resultados similares analizando la vida media de 
un mutante que carece del dominio Neh6 completo, donde se localizan las seis serinas, 
Nrf2ΔETGEΔNeh6-V5 (77 min) (Figs. 24C y D; (145)). Como confirmación adicional, se 
realizaron ensayos de pulso y caza con [35S]-metionina/[35S]-cisteína. Como se observa en 
las Figs. 24E y F, la vida media de Nrf2ΔETGE-V5 y Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 estimada por este 
método (58 y 82 min, respectivamente) fue similar a los resultados obtenidos mediante 
pulso y caza con CHX. 
2.5 El mutante de Nrf2 que carece del grupo de seis serinas es insensible a la 
degradación inducida por el eje GSK-3/β-TrCP. 
La relevancia estas serinas en la degradación mediada por GSK-3 fue estudiada 
Figure 25. Mutation of the 6S cluster within the Neh6 domain renders Nrf2 protein insensitive to GSK-3. 
A. HEK293T cells were transfected with Nrf2ΔETGE-V5 or Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5, maintained in low-serum medium 
for 16 h and then incubated with 20 µM SB216763 for the indicated times. Upper blot, anti-V5 immunoblot; 
middle blot, β-catenin levels as a control of GSK-3 inhibition; lower blot, β-actin levels showing the similar 
protein load per lane. B. HEK293T cells were transfected with either with Nrf2ΔETGE-V5 or Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5. 
After 24 h they were further transfected with siRNAs for GSK-3α, GSK-3β, or both or with a control scramble 
siRNA as described in Materials and Methods. Cells were lysed 24 h after siRNA transfection. Upper blot, anti-
V5 antibody; middle blot, GSK-3α and β protein levels; lower blot, β-actin levels showing similar protein load 
per lane. 
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en células HEK293T transfectadas con Nrf2ΔETGE-V5 o Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 y tratadas con 
SB216763 (20 µM, 3 o 6 h). Como esperábamos, la inhibición de GSK-3 aumentó los 
niveles de Nrf2ΔETGE-V5 (Fig. 25A). Sin embargo, el tratamiento no cambió de la cantidad de 
Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5.  Con el fin de analizar la contribución de cada una de las dos isoformas 
de GSK-3, utilizamos siRNAs contra GSK-3α, GSK-3β, o contra ambas. Las células HEK293T 
fueron transfectadas con estos siRNAS y con Nrf2ΔETGE-V5 o Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5. El 
silenciamiento de cualquiera de estas dos isoformas dio lugar a un incremento en los 
niveles de Nrf2ΔETGE-V5, pero no modificó los niveles de Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 (Fig. 25B). En 
conjunto, estos datos muestran que los seis residuos de serina incluidos o adyacentes al 
dominio de destrucción por β-TrCP son necesarios para la degradación de Nrf2 inducida 
por GSK-3.  
Con el objetivo de estudiar la ubiquitinación de Nrf2 en el dominio Neh6, las 
células HEK293T fueron transfectadas con Nrf2ΔETGE-V5 o Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5, His-Ub y GSK-
3β inactiva o activa (HA-GSK-3βY216F o HA-GSK-3βΔ9). Como se muestra en la Fig. 26A, HA-
GSK-3βΔ9 promovió un incremento en los niveles de ubiquitinación de Nrf2ΔETGE-V5, pero, 
sin embargo, no produjo cambios en el patrón de ubiquitinación de Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5. Cabe 
destacar que todavía se detectó ubiquitinación de Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5, indicando la presencia 
de otros posibles dominios de degradación por el proteasoma, además de aquellos que 
implican la secuencia ETGE en el dominio Neh2 (regulado por Keap1) y el grupo de serinas 
del dominio Neh6 (regulado por β-TrCP).  
A continuación nos propusimos analizar si la asociación entre Nrf2 y β-TrCP es 
dependiente de la acción de GSK-3. Con este fin, realizamos ensayos de co-
inmunoprecipitación en MEFs Keap1-/-. La actividad de GSK-3 fue modulada por un lado, 
mediante activación indirecta por deprivación de suero o con LY294002 (10 µM, 2 h) y, 
por otro, mediante inhibición directa con CT99021 (5 µM, 2 h). Este inhibidor es reversible 
y competitivo de ATP (IC50 10 nM y 6.7 nM para GSK-3α y GSK-3β, respectivamente). Como 
se muestra en la Fig. 26B, los niveles basales de Nrf2 aumentaron ligeramente con 
CT99021 y disminuyeron con LY294002 o en ausencia de suero. También observamos que 
con GSK-3 activa la cantidad de β-TrCP asociada a Nrf2 inmunoprecipitado que con 
CT99021 (Fig. 26B). Alternativamente, cuando β-TrCP fue inmunoprecipitado, la cantidad 
de Nrf2 asociado fue mayor cuando GSK-3 estaba activa en ausencia de suero con 
LY294002, que cuando estaba inactivada con CT99021. Estas observaciones indican que la 
asociación entre Nrf2 y β-TrCP se fortalece cuando GSK-3 fosforila Nrf2. 
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Figure 26. The 6S cluster within Neh6 domain is a target of β-TrCP in a GSK-3-dependet manner. A. p100 
dishes of HEK293T cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection, cells were 
submitted to MG132 treatment (40 µM) for 3 h. A whole-cell lysate (input) and an affinity-purified His-tagged 
fraction (His-pull-down) were blotted with anti-V5 antibody. Upper panel, anti-V5 input detection; middle 
panel, ectopically expressed HA-tagged GSK-3β; lower panel, anti-V5 detection in His-pull-down fractions. 
The bracket indicates the mobility of poly-ubiquitinated Nrf2-V5 (Nrf2-Ub) forms. B. Keap1-/- or Nrf2-/- MEF 
cells were serum starved for 6 h before they were treated for a further 2 h with vehicle control, 10 µM 
LY294002, or 5µM CT99021. Thereafter, the fibroblasts that had been subjected to different treatments were 
harvested separately, and each was lysed in 0.45 ml of buffer. A 50-µl portion of the lysate was retained as 
“input” (labeled on the left), and the remainder was immunoprecipitated with antibodies against either Nrf2 
(labeled IP:Nrf2) or _-TrCP (labeled IP:β-TrCP) using Sepharose protein G beads. The immunoprecipitated 
material was analyzed by Western blotting using antibodies against Nrf2 or β-TrCP as indicated to the left of 
the blots. C. HEK293T cells were co-transfected with the indicated plasmids or with an empty vector (mock). 
One-fifth of whole protein lysates was used to control for protein expression as shown in the three upper 
panels. The rest of the protein lysates were immunoprecipitated with anti-Flag or anti-V5 antibodies and 
immunoblotted as indicated in the four lower panels. The arrow points the specific β-TrCP immunoreactive 
band. D. After co-transfection of HEK293T cells with either Nrf2 -V5 or Nrf2 -V5 and β-TrCP -
HA cells were maintained in low-serum medium for 16 h. Upper panel, anti-V5 antibody; middle panel, anti-
HA antibody; lower panel, anti-β-actin antibody showing similar protein load.  
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Se obtuvieron otras evidencias adicionales sobre la relevancia de las seis serinas 
del dominio Neh6 en la interacción Nrf2/β-TrCP utilizando un abordaje genético para 
modular la actividad de GSK-3. Las células HEK293T fueron transfectadas con un vector de 
expresión de β-TrCP con una etiqueta Flag (Flag-β-TrCP), Nrf2ΔETGE-V5 o Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5, 
y HA-GSK-3βY216F o HA-GSK-3βΔ9 como se muestra en la Fig. 26C. Al cabo de 24 h, las 
células fueron tratadas con el inhibidor del proteasoma MG132 (40 µM) durante 3 h. A 
continuación, las proteínas fueron inmunoprecipitadas con anticuerpo contra V5 o contra 
Flag. Observamos la asociación de Flag-β-TrCP con Nrf2ΔETGE-V5 pero no con Nrf2ΔETGE 6S/6A-
V5. Además, en presencia de HA-GSK-3βΔ9, encontramos más Nrf2ΔETGE-V5 unido a Flag-β-
TrCP, mientras que, de nuevo, no observamos asociación entre Flag-β-TrCP y Nrf2ΔETGE 
6S/6A-V5. Estos datos indican que β-TrCP no puede interaccionar con Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 
apoyando que este grupo de serinas es fundamental para la ubiquitinación y degradación 
de Nrf2. 
Finalmente, analizamos si la pérdida de asociación con β-TrCP alteraba los 
niveles de Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5. Las células HEK293T fueron co-transfectadas con Nrf2ΔETGE-
V5 o con Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 junto con el mutante de β-TrCP, β-TrCPΔFbox-HA (Fig. 26D). 
Como ya se había mostrado anteriormente, β-TrCPΔFbox-HA aumenta los niveles de 
Nrf2ΔETGE-V5. Aunque los niveles basales de Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 fueron superiores a los de 
Nrf2ΔETGE-V5, estos no se vieron modificados por la co-expresión de β-TrCPΔFbox-HA, 
sugiriendo que SCF/β-TrCP modula la estabilidad de Nrf2 a través de las seis serinas del 
dominio Neh6. 
3 Análisis estructural del complejo de degradación Nrf2/β-TrCP por Resonancia 
Magnética Nuclear (RMN). 
Como hemos visto anteriormente β-TrCP necesita que Nrf2 sea fosforilado por 
GSK-3 para reconocerlo. Utilizando diferentes abordajes, que incluyen la electroforesis 
bidimensional (2D-PAGE) y la espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), 
hemos identificado los residuos fosforilados por GSK-3 que están  implicados en la unión 
con β-TrCP. Además hemos caracterizado las interacciones hidrofílicas e hidrofóbicas 
entre Nrf2 y β-TrCP. 
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3.1 El dominio Neh6 es responsable de la degradación de Nrf2 dependiente de β-
TrCP.  
Para explorar más a fondo la degradación de Nrf2 a través de sus dominios Neh2 
y Neh6, se generaron dos construcciones que contienen estos dominios fusionados a las 
proteínas cian (CFP) y verde (EGFP) fluorescentes, respectivamente. La CFP presenta en la 
posición 66 una Tyr, mientras que la CFP tiene un Trp. Esta diferencia promueve un 
cambio en los patrones de excitación y emisión, siendo, para la EGFP de 488 y 507 nm, y 
para la CFP, 433 y 475 nm, respectivamente. Sin embargo, ambas proteínas presentan 
propiedades similares, de manera que utilizamos sólo EGFP de control. El vector de 
expresión CFP-Nrf2(2-101) contiene el dominio Neh2 desde los aminoácidos 2 al 101, y el 
vector EGFP-Nrf2(306-483) contiene el dominio Neh6 desde el residuo 306 hasta el 483 de 
Nrf2. Estos vectores de expresión fueron utilizados para examinar si los dominios Neh2 y 
Neh6 desestabilizan ambas proteínas fluorescentes y además pueden ser reguladas de 
manera independiente en presencia de las E3 ligasas correspondientes, Keap1 o β-TrCP. 
Figure 27. Keap1 reduces the half-life of Nrf2 through the Neh2 domain but not through the Neh6 
domain. A, HEK293T cells were co-transfected with empty vector or HA-tagged Keap1 expression vector, 
together with EGFP-Nrf2(306-483) o CFP-Nrf2(2-101) and EGFP as a control.  After transfection cells were 
maintained in low serum medium for 16 h and then treated with 100 μg/ml CHX for the indicated times. 
Upper panel, immunoblot with anti-GFP antibody. Arrows indicate the positions of EGFP-Neh6, CFP-Neh2 and 
EGFP. Lower panel, anti-HA antibody showing expression of Keap1-HA. B and C, Natural logarithm of relative 
levels of the chimeric EGFP-Nrf2(306-483) and CFP-Nrf2(2-101) proteins as a function of CHX chase time. The 
protein half-life was determined in the linear range of the degradation curve.  
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Las células HEK293T fueron co-transfectadas con EGFP-Nrf2(306-483) o CFP-Nrf2(2-101), EGFP, 
como control de la transfección, y con vector vacío (pcDNA3.1-V5/HisB) o con Keap1 
(pcDNA3.1-Keap1-HA/HisC). A continuación, fueron tratadas con cicloheximida (CHX) 
(100 μg/ml) durante los tiempos indicados en las Figs. 27A-C. La proteína EGFP no cambió 
durante el tratamiento con CHX. Por el contrario, las fusiones con Neh2 y Neh6 confirieron 
inestabilidad a las proteínas CFP y EGFP, con vidas medias de 4.8 y 4.6 h, respectivamente. 
Además, en las células co-transfectadas con Keap1-HA, observamos que la vida media de la 
proteína CFP-Nrf2(2-101) se redujo hasta 2.6 h, mientras que la de EGFP-Nrf2(306-483) no se 
modificó. Estos resultados indican que ambos dominios de degradación son funcionales, 
actúan de un modo independiente y confirman que el dominio Neh2, pero no el Neh6, es 
regulado por Keap1. 
  
Figure 28.  GSK-3 reduces the half-life of Nrf2 through the Neh6 domain but not through the Neh2 
domain. A, HEK293T cells were co-transfected with expression vectors for HA-tagged inactive mutant GSK-
3βY216F or constitutively active GSK-3βΔ9, together with Flag-β-TrCP, EGFP-Nrf2(306-483) or CFP-Nrf2(2-101) and 
EGFP as a control. After transfection cells were maintained in low-serum medium for 16 h and then treated 
with 100 μg/ml CHX for the indicated times. Upper panel, immunoblot with anti-GFP antibody. Arrows 
indicate the positions of EGFP-Nrf2(306-483) o CFP-Nrf2(2-101) and EGFP. Middle panel, anti-HA antibody 
showing expression of HA-GSK-3βY216F and HA-GSK-3βΔ9. Lower panel, anti-Flag antibody showing expression 
of Flag-β-TrCP. B and C, Natural logarithm of relative levels of the chimeric EGFP-Nrf2(306-483) and CFP-Nrf2(2-
101) proteins as a function of CHX chase time. The protein half-life has been determined in the linear range of 
the degradation curve. 
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A continuación, analizamos la estabilidad de estas proteínas quimera en función 
de la activación de la vía GSK-3β/β-TrCP. Para ello, las células HEK293T fueron co-
transfectadas con EGFP-Nrf2(306-483) o CFP-Nrf2(2-101), EGFP como control, Flag-β-TrCP y 
HA-GSK-3βY216F o HA-GSK-3βΔ9. Tras 16 h, las células fueron tratadas con cicloheximida 
(CHX) (100 μg/ml) durante los tiempos indicados (Figs. 28A-C). La presencia de GSK-3β 
activa y β-TrCP aceleró sólo la degradación de EGFP-Nrf2(306-483), cambiando su vida media 
de 4.7 a 1.6 h, no modificando la vida media de la proteína CFP-Nrf2(2-101).  Por tanto, estos 
resultados indican que el dominio Neh6, pero no el Neh2, está regulado por la ruta GSK-
3/β-TrCP. 
3.2 Identificación de los residuos de serina del dominio Neh6 que se fosforilan por 
GSK-3. 
Continuando con la caracterización del dominio Neh6 de Nrf2, analizamos la 
participación de cada uno de los seis residuos de serina en la fosforilación de Nrf2 por 
GSK-3. El hecho de que Nrf2 contenga varios sitios putativos de fosforilación por GSK-3 
complica la identificación exacta de los que se fosforilan en el dominio Neh6. Para 
simplificar esta tarea generamos una proteína quimera que contiene los residuos 317-372 
de Nrf2 fusionados a la proteína fluorescente amarilla (EYFP-mNrf2(317-372)-V5). Esta 
proteína forma un doblete cuando se resuelve mediante SDS-PAGE (Fig. 29A). La banda 
con mayor retraso electroforético correspondía a la forma fosforilada puesto que esta 
banda desapareció cuando los lisados se tratados con  fosfatasa λ (λPPasa). Cuando 
mutamos los seis residuos de serina a alanina (residuos 335, 338, 342, 347, 351 y 355) 
(EYFP-mNrf2(317-372) 6S/6A-V5), obtuvimos un patrón diferente puesto que sólo vemos una 
banda, indicando que al menos alguna de estas seis serinas estaba fosforilada en EYFP-
mNrf2(317-372)-V5. 
A continuación analizamos el patrón de movilidad electroforética de ambas 
versiones de Nrf2 en presencia de la quinasa GSK-3. Para ello, las células HEK293T fueron 
transfectadas con EYFP-mNrf2(317-372)-V5 o EYFP-mNrf2(317-372)6S/6A-V5 y con HA-GSK-
3βY216F o HA-GSK-3βΔ9. Como se observa en la Fig. 29A, esta técnica no permitió apreciar 
cambios en el patrón de movilidad electroforética de ninguna de las dos versiones de Nrf2 
en presencia de GSK-3β activa y por tanto decidimos emplear geles bidimensionales de 
poliacrilamida. La electroforesis bidimensional nos permite separar las proteínas en 
función de su punto isoeléctrico, pI, y su masa molecular. Las células HEK293T fueron 
transfectadas con EYFP-mNrf2(317-372)-V5 y la versión activa de GSK-3, HA-GSK-3βΔ9 o con 
la incativa HA-GSK-3βY216F . Las células transfectadas con la versión inactiva de GSK-3β 
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fueron mantenidas en presencia del inhibidor SB216763 durante 3 h para garantizarnos la 
inactividad de GSK-3 endógena. Como se muestra en el panel superior de la Fig. 29C, en 
presencia de GSK-3β inactiva, EYFP-mNrf2(317-372)-V5 muestra dos filas de puntos con 
diferentes valores de pI y masa molecular. Sin embargo, si pre-incubamos  los lisados con  
Figure 29. The Neh6 domain is phosphorylated by GSK-3β. A, On the left side immunoblots, HEK293T cells 
were transfected with expression vectors for EYFP-mNrf2(317-372)-V5 and mutant EYFP-mNrf2(317-372) 6S/6A-V5. 
Cell lysates were incubated with λPPase as indicated and resolved by one-dimensional SDS-PAGE. Upper 
panel, immunoblot with anti-V5 antibody. Lower panel, immunoblot with anti-β-actin antibody to check equal 
protein loading. On the right side immunoblots, HEK293T cells were co-transfected with expression vectors 
for EYFP-mNrf2(317-372)-V5 and mutant EYFP-mNrf2(317-372)6S/6A-V5 together with either inactive HA-GSK-
3βY216F, as a negative control, or constitutively active HA-GSK-3βΔ9. Upper panel, immunoblot with anti-V5 
antibody. Lower panel, immunoblot with anti-HA antibody. B, Comparison of mNrf2 sequences from wild-
type and mutant EYFP chimeras examined in panels C-H. C, 2D-PAGE analysis of EYFP-mNrf2(317-372)-V5 in the 
presence of either inactive HA-GSK-3βY216F or active HA-GSK-3βΔ9. D, same lysates as in C after treatment with 
λPPase. E-H, 2D-gel analysis of mutant EYFP-mNrf2(317-372)6S/6A-V5 (E), mutant EYFP-mNrf2(317-372)4S/4A-V5 
(F), mutant EYFP-mNrf2(317-372)2SP/2AP-V5 (G) and mutant EYFP-mNrf2(317-372)2S/2A-V5 (H), in the presence of 
inactive HA-GSK-3βY216F or active HA-GSK-3βΔ9. In C, G and H, filled arrows indicate acidic spots that result 
from GSK-3 phosphorylation. Empty arrow indicates spots whose intensity is reduced in the presence of HA-
GSK3βΔ9 as a result of protein migration towards that acidic spots. I, 2D-PAGE analysis of the mobility pattern 
of EYFP. 
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fosfatasa λ, la proteína presentó un patrón diferente, quedando reducido a tres puntos 
(Fig. 29D, panel superior). Estos resultados nos permiten dilucidar dos observaciones: por 
un lado, otras quinasas deben participar también en la fosforilación de EYFP-mNrf2(317-372)-
V5 ya que la inhibición de GSK-3 redujo per no anuló el número de puntos sensible a 
fosfotasa λ, y por otro, indica la presencia de modificaciones postraduccionales que 
influyen en el punto isoeléctrico y que no son debidas a fosforilación puesto que no se 
perdieron con fosfatasa λ. Para determinar si estas modificaciones pertenecen a la 
proteína EYFP o al fragmento de Nrf2, se transfectó únicamente pEYFP-C1. Como se 
observa en la Fig. 29I, la proteína EYFP presentó un patrón similar al de las versiones de 
EYFP-Nrf2 tratadas con  fosfatasa λ, demostrando que los tres puntos son debidos a 
modificaciones de EYFP y no del fragmento procedente de Nrf2. Finalmente, cuando las 
células fueron co-transfectadas con EYFP-mNrf2(317-372)-V5 y GSK-3βΔ9 se observó un 
incremento en los puntos con pI más ácido, hiperfoforilados (Fig. 29C, panel inferior, 
flechas negras), mientras que se redujo la intensidad de los puntos con pI más básico, 
hipofosforilados (Fig. 29C, panel inferior, flechas blancas). Estos resultados indican que 
GSK-3 fosforila Nrf2 en el dominio Neh6.  
Para acotar entre estas seis serinas los sitios concretos de fosforilación, analizamos 
el patrón de diferentes versiones mutadas de EYFP-mNrf2(317-372)-V5 (Fig. 29B). Como se 
muestra en la Fig. 29E, independientemente de la presencia de GSK-3, el mutante EYFP-
mNrf2(317-372) 6S/6A-V5 presentó un patrón de movilidad electroforética similar al de EYFP-
mNrf2(317-372)-V5 tratado con fosfatasa λ. Estos resultados sugieren que algunas de estos 
residuos son serinas fosforiladas por varias quinasas entre las que se incluye GSK-3. La 
proteína EYFP-mNrf2(317-372) 4S/4A-V5, con las mutaciones S335A, S338A, S342A y S347A, 
mostró el mismo patrón de fosforilación que EYFP-mNrf2(317-372) 6S/6A-V5 
independientemente de la activación de GSK-3 (Fig. 29F), indicando que los residuos 
Ser351 y Ser355 no participan en la fosforilación del dominio Neh6. A continuamos, 
analizamos el patrón del mutante con las serinas Ser335 y Ser338 cambiadas a alaninas 
(EYFP-mNrf2(317-372) 2S/2A-V5).En ausencia de GSK-3 activa, esta proteína conservó el 
patrón de fosforilación de la versión silvestre (Fig. 29G). Sin embargo, con GSK-3βΔ9 se 
produjo un modesto incremento en el tamaño de los puntos más ácidos (Fig. 29G, panel 
inferior, flechas negras) y una leve disminución en los puntos más básicos (Fig. 29G, panel 
inferior, flechas blancas). Estos resultados indican que  los residuos Ser342 y Ser347 pueden 
ser fosforilados no sólo por GSK-3 sino también por otras quinasas. Por último, 
estudiamos el patrón de una versión con las serinas Ser342 y Ser347 mutadas a Ala (EYFP-
mNrf2(317-372) 2SP/2AP-V5). Como se observa en la Fig. 29H, en ausencia de GSK-3 este 
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mutante presentó un patrón muy parecido al de EYFP-mNrf2(317-372)-V5 tratado con  
fosfatasa λ. Por contra, fue sensible a fosforilación por GSK-3βΔ9, dado que en su presencia 
aparecieron nuevos puntos en la zona más ácida (Fig. 29H, panel inferior, flechas negras). 
En conjunto, estos resultados nos indican que las Ser342 y Ser347 están fosforiladas por 
varias quinasas, entre las que se incluyen GSK-3. Además demuestran que GSK-3 fosforila 
directamente las Ser335 y Ser338 del dominio DSGIS. 
3.3  Identificación por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de las fosfoserinas del 
dominio Neh6 que interaccionan con β-TrCP. 
La determinación de la estructura de las proteínas mediante RMN incluye la 
preparación de la muestra, la asignación de las resonancias, generación de restricciones y 
el cálculo de la estructura y validación de la misma. Algunos núcleos atómicos sometidos a 
un campo magnético externo absorben radiación electromagnética en la región espectral 
de las radiofrecuencias (3 kHz-300 GHz). Un requisito imprescindible es que los núcleos 
deben tener un momento magnético distinto de cero. Esta condición se cumple para los 
núcleos con número másico y número atómico impar como son: 1H, 13C, 31P, 19F y 15N. El 
isótopo de estudio debe ser abundante en la naturaleza, ya que la intensidad de la señal 
dependerá de su concentración. Por eso, uno de los más utilizados en la elucidación de 
estructuras es el 1H y en menor medida el 13C. Como la frecuencia exacta de la absorción de 
absorben radiación electromagnética depende del entorno de estos núcleos, este 
parámetro se puede emplear para determinar la estructura de la molécula. 
Para realizar los espectros de RMN, utilizamos dos fosfopéptidos derivados de 
Nrf2 humano, designados 4P-hNrf2 y 2P-hNrf2. La secuencia de Nrf2 humana es más larga 
que la de ratón, y por ello, el dominio Neh6 de humano está desplazado 9 residuos hacia el 
extremo C-terminal. Sin embargo, la secuencia de aminoácidos es similar en la región de 
Nrf2 analizada (Fig. 30A). El fosfopéptido 4P-hNrf2 contiene 4 residuos de serina 
fosforilados en las posiciones 344, 347, 351 y 356 (equivalentes a las posiciones 335, 338, 
342 y 347 de ratón) mientras que el fosfopéptido 2P-hNrf2 contiene sólo 2 residuos de 
serina fosforilados en las posiciones 344 y 347, correspondientes a las dos fosforilaciones 
inducidas selectivamente por GSK-3 (Fig. 30A). Todos los espectros de RMN de los 
péptidos de Nrf2 libres en solución o en presencia de la proteína de fusión MBP-β-TrCP 
fueron analizados a pH 7.2 y a 280 K (7 ºC). En algunos casos, los espectros se repitieron a 
293 K (20 ºC) y 310 K (37 ºC) con el fin de afianzar los resultados obtenidos. 
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3.3.1 Estudio de los péptidos 2P-hNrf2 y 4P-hNrf2 libres en solución. 
Antes de comenzar el estudio de la interacción entre Nrf2 y β-TrCP, fue necesario 
estudiar los péptidos libres en solución para visualizar posteriormente los cambios 
producidos por la adición de la proteína β-TrCP. Los espectros monodimensionales 1D 1H 
presentan distintas zonas características en las que resuenan los diferentes tipos de 
protones de los péptidos y proteínas (Figs. 30B y C):  
 Zona de los protones amida, HN (de 9 a 7.9 ppm). 
 Zona de los protones aromáticos y de los grupos NH2 de las cadenas laterales de la 
asparagina, glutamina, arginina y lisina (de 7.7 a 6.5 ppm). 
 Zona de los protones Hα, Hβ, Hγ y Hδ de las cadenas laterales del resto de  
aminoácidos (de 4.9 a 0.9 ppm). 
Debido al tamaño de los péptidos, de 27 y 30 aminoácidos, y por lo tanto, al gran 
número de protones que los componen, con este tipo de espectros las señales aparecen 
muy solapadas, lo que dificulta la asignación individual de cada señal a un protón concreto.  
Para solventar este problema se adquirieron espectros bidimensionales 1H, 1H TOCSY de 
correlación escalar (Total Correlation Spectroscopy) (Fig. 31A). El estudio de las 
correlaciones entre los picos de los protones amida HN, y los de los protones Hα, Hβ, Hγ y 
Hδ de las cadenas laterales nos permitió la identificación de los sistemas de espín que 
contiene cada péptido. Un sistema de espín está formado por un grupo de protones 
escalarmente acoplados. Esto significa que cada tipo de aminoácido conforma un sistema 
de espín característico. El análisis de los espectros nos permitió identificar todos los 
sistemas de espín de los 27 residuos de 2P-hNrf2 (Fig. 31B) y de los 30 residuos de 4P-
hNrf2 (Fig. 31C). En total, encontramos 13 patrones distintos dado que ambos péptidos 
presentan 13 tipos de aminoácidos distintos. La asignación de estos patrones de 
resonancia está basada en las tablas de desplazamiento químico diseñadas por 
Kurt Wüthrich (223). Estas tablas muestran los valores del desplazamiento químico de 
cada uno de los 20 aminoácidos comunes dispuestos en un péptido ideal de estructura 
aleatoria o random coil, H-Gly-Gly-X-Ala-OH, donde X representa cada aminoácido en 
particular.  
Sin embargo, la asignación aún está incompleta puesto que hasta ahora podemos 
hacer una clasificación por tipo de aminoácido, pero no podemos saber qué picos de estos 
espectros corresponden a un aminoácido en concreto. Para terminar la asignación, se 
utilizaron espectros 2D NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) (Fig. 32A). Los 
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Figure 30. Structural analysis for the Nrf2/β-TrCP complex by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 
spectroscopy. A, Sequence of 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 phosphopeptides from human Nrf2; for reference of 
amino acid positions, the mouse Nrf2 sequence is also shown. In addition, the human β-catenin sequence is 
included for comparison. B and C, Representative 1D 1H spectrum of 2P-hNrf2 (B) and 4P-hNrf2 (C) free in 
solution at 280 K, pH 7.2 in 20 mM sodium phosphate buffer, H2O:2H2O, 9:1 (v/v). Chemical shifts (in ppm) 
were referenced to internal TSP-d4 [3-(trimethylsilyl)propionic acid-2,2,3,3-d4 sodium salt].  
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Figure 31. 1H, 1H TOCSY (Total Correlation) spectroscopy of Nrf2 peptides free in solution. A, 
Representative 1H, 1H TOCSY spectra of Nrf2 peptide free in solution at 280 K,  pH 7.2 in 20 mM sodium 
phosphate buffer, H2O:2H2O, 9:1 (v/v). Black box indicates the region used to perform the assignment of both 
peptides. B and C, Region of the spectrum of 2P-hNrf2 (B) and 4P-hNrf2 (C) showing the cross peaks among 
HN protons and Hα, Hβ, Hγ and Hδ protons of the amino acid side chain. 
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Figure 32. 1H, 1H NOESY (Nuclear Overhauser Effect) spectroscopy of Nrf2 peptides free in solution. A, 
Representative 1H, 1H TOCSY (blue) y 1H, 1H NOESY (red) spectra of Nrf2 peptide free in solution at 280 K,  pH 
7.2 in 20 mM sodium phosphate buffer,  H2O:2H2O, 9:1 (v/v). Black box indicates the region used to perform 
the sequential assignment of both peptides. B and C, The correlations between TOCSY and NOESY cross peaks 
of HN, Hα and Hβ resonances of 2P-hNrf2 (B) and 4P-hNrf2 (C) allows sequential assignment of the residues 
for each peptide (see black line). Note that this line is interrupted at the prolines 333, 352 y 357, because of 
the absence of HN protons. 
 
RESULTADOS 
123 | P á g i n a  
 
 experimentos 2D NOESY correlacionan protones que están próximos en el espacio (< 5Å) 
y, por lo tanto, su análisis combinado con el del espectro 2D TOCSY nos permite completar 
la asignación de cada sistema de espín con el aminoácido concreto de la secuencia de 
ambos péptidos. Utilizando las correlaciones NOE HNx-Hαx-1 (Figs. 32B y C), pudimos 
vincular un residuo cualquiera X con el residuo anterior X-1, y así, determinar 
secuencialmente la cadena peptídica de cada péptido libre (línea continua marcada en los 
espectros). El único obstáculo para analizar secuencialmente los péptidos, fue la presencia 
de tres residuos de prolina, una en el extremo N-terminal y las otras distribuidas a lo largo 
del péptido. Como consecuencia de la falta de protones HN en las prolinas no es posible 
encontrar una correlación NOE HNx-Hαx-1 para este aminoácido. Por lo tanto, fue necesario 
encontrar otra correlación secuencial entre cada residuo de prolina y el precedente, donde 
tuvimos en cuenta que los residuos de prolina pueden encontrarse en dos conformaciones 
distintas, cis y trans (Fig. 33A). La isoforma cis se identifica por la presencia de un pico 
cruzado NOE entre el Hα de la Pro y el Hα del residuo en posición Pro-1. Sin embargo, la 
isoforma trans  presenta un pico cruzado NOE entre el Hδ de la Pro y el Hα del residuo 
Pro-1. Mayoritariamente, las prolinas se encuentran en forma trans (223). El análisis de 
los picos NOE HδPro-HαPro-1 indicó que las prolinas se encuentran en configuración trans 
(Fig. 33B). No se detectaron isomerizaciones cis-trans. Con este conjunto de resultados, se 
elaboraron las tablas de los desplazamientos químicos correspondientes a la asignación de 
las posiciones de los protones en la secuencia de aminoácidos de ambos péptidos libres en 
solución (Tablas 4 y 5). Adicionalmente, se realizaron espectros 13C-HSQC (217) sobre 
muestras con abundancia natural de 13C para reasignar las secuencias y confirmar los 
resultados anteriores (Fig. 33C y tablas 6 y 7).  
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Figure 33. Analysis of the conformation of the Pro residues of 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2. 13C-HSQC 
spectroscopy for the assignment of resonaces. A, Cis and trans conformations of the proline residues. B, 
Expansion of the 1H, 1H NOESY spectrum which allows identifying the NOE cross peaks HαPro - HαX-1 or HδPro - 
HαX of the prolines. Nrf2 peptides only present HαPro - HαX-1 correlations indicating that both prolines, Pro352 
and Pro357, are in trans conformation. Due to the fact that Pro333 is the first residue of both Nrf2 peptides, we 
cannot detect this kind of cross peaks. C, Representative 13C-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) 
spectrum of Nrf2 peptide free in solution recorded at 280 K, pH 7.2 in 20 mM sodium phosphate buffer, 
H2O:2H2O, 9:1 (v/v). 
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Residue HN Hα Hβ Others 
CH3CO    CH3 2.14 
P333  4.42 2.31 CH2γ 2.02; CH2δ 3.67 
E334 8.77 4.32 1.97; 2.10 CH2γ 2.32 
S335 8.48 4.55 3.91  
T336 8.37 4.39 4.30 CH3γ 1.24 
A337 8.41 4.31 1.37  
E338 8.46 4.20 1.88; 2.09 CH2γ 2.20 
F339 8.38 4.65 3.04; 3.13 Hδ 7.26; Hε 7.36; Hζ 7.31 
N340 8.50 4.74 2.70; 2.81 NH2γ 7.05; 7.72 
D341 8.43 4.60 2.68  
S342 8.33 4.50 3.85; 3.95  
D343 8.55 4.73 2.71  
pS344 8.98 4.47 4.08  
G345 8.69 3.92; 4.05   
I346 7.90 4.27 1.92 CH2γ 1.20; 1.46; CH3γ 0.95; CH3δ 0.88 
pS347 8.91 4.52 4.04  
L348 8.72 4.33 1.67 Hγ 1.60; CH3δ 0.93 
N349 8.52 4.77 2.87 NH2γ 7.03; 8.05 
T350 8.26 4.34 4.27 CH3γ 1.22 
S351 8.52 4.77 3.87  
P352  4.49 2.33 CH2γ 2.04; CH2δ 3.74 
S353 8.58 4.46 3.87  
V354 8.29 4.16 2.10 CH3γ 0.95 
A355 8.51 4.34 1.38  
S356 8.54 4.78 3.87  
P357  4.44 2.31 CH2γ 2.02; CH2δ 3.76; 3.85 
E358 8.67 4.18 1.93 CH2γ 2.14; 2.23 
H359 8.36 4.64 3.12; 3.22 2Hδ 7.12; 1Hε 8.07 
CONH2    7.27; 7.64 
 
Table 4. 1H NMR chemical shifts of the free 2P-hNrf2 peptide in ppm from TSP-d4. Spectra were recorded 
at 280 K, pH = 7.2, and 20 mM sodium phosphate buffer; H2O:2H2O, 9:1 (v/v).  
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Residue HN Hα Hβ Others 
CH3CO               CH3 2.12 
P333  4.42 2.46 CH2γ 2.05; CH2δ 3.38 
E334 8.96 4.37 1.94; 2.08 CH2γ 2.30 
S335 8.72 4.51 3.87  
T336 8.37 4.34 4.29 CH3γ 1.19 
A337 8.38 4.30 1.32  
E338 8.34 4.17 1.89; 2.08 CH2γ 2.14; 2.23 
F339 8.33 4.60 3.00; 3.12 Hδ 7.25; Hε 7.33; Hζ 7.28 
N340 8.46 4.67 2.68; 2.79 NH2γ 7.02; 7.71 
D341 8.44 4.62 2.74  
S342 8.35 4.45 3.83; 3.92  
D343 8.52 4.70 2.75; 2.84  
pS344 8.86 4.53 4.08  
G345 8.59 3.96   
I346 7.94 4.20 1.92 CH2γ 1.19; CH3γ 0.95; CH3δ 0.89 
pS347 8.76 4.54 4.08  
L348 8.45 4.33 1.64 Hγ 1.60; CH3δ 0.87; 0.92 
N349 8.50 4.76 2.75; 2.84 NH2γ 7.06; 7.78 
T350 8.24 4.32 4.25 CH3γ 1.20 
pS351 8.64 4.85 4.10  
P352  4.44 2.30 CH2γ 1.93; CH2δ 3.87 
S353 8.53 4.50 3.84  
V354 8.30 4.15 2.07 CH3γ 0.92 
A355 8.46 4.31 1.37  
pS356 8.62 4.85 4.10  
P357  4.37 2.31 CH2γ 1.86; CH2δ 3.79 
E358 8.67 4.17 1.96; 2.01 CH2γ 2.29; 2.33 
H359 8.60 4.73 3.19; 3.29 2Hδ 7.30; 1Hε 8.59 
S360 8.58 4.46 3.84  
V361 8.43 4.18 2.13 CH3γ 0.96 
E362 8.15 4.16 1.87 CH2γ 2.04; 2.27 
CONH2    7.11; 7.59 
  
Table 5. 1H NMR chemical shifts of the free 4P-hNrf2 peptide in ppm from TSP-d4. Spectra were recorded 
at 280 K, pH = 7.2, and 20 mM sodium phosphate buffer; H2O:2H2O, 9:1 (v/v).  
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Residue Cα Cβ Others 
CH3CO  23.00  
P333 61.7 31.0 Cγ 26.1; Cδ 50.3 
E334 55.5 29.0 Cγ 35.1 
S335 57.1 62.6  
T336 60.5 68.6 Cγ 20.4 
A337 51.3 18.1  
E338 55.5 28.9 Cγ 34.9 
F339 56.3 38.5 C2 130.7; C3 128.7; C4 130.3 
N340 51.8 38.3  
D341 53.0 39.8  
S342 56.8 62.8  
D343 51.8 40.0  
pS344 55.8 64.5  
G345 44.4   
I346 59.7 37.8 Cγ 16.2, 25.8; Cδ 11.8 
pS347 56.3 64.5  
L348 54.4 41.1 Cγ 25.7; Cδ 22.2, 23.6 
N349 51.8 37.7  
T350 60.7 68.4 Cγ 20.4 
S351 55.2 62.3  
P352 60.7 31.7 Cγ 26.1; Cδ 49.4 
S353 57.1 62.3  
V354 60.7 31.7 Cγ 19.9 
A355 51.2 18.1  
S356 55.3 62.3  
P357 62.2 31.0 Cγ 26.1; Cδ 49.6 
E358 55.7 28.9 Cγ 34.9 
H359 54.5 29.2 C2 118.5; C4 * 
CONH2    
 
  
Table 6. 13C NMR chemical shifts of the free 2P-hNrf2 peptide in ppm from TSP-d4. Spectra were recorded 
at 280 K, pH = 7.2, and 20 mM sodium phosphate buffer; H2O:2H2O, 9:1 (v/v). *Signal not detected. 
 * 
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Residue Cα Cβ Others 
CH3CO  23.00  
P333 61.02 31.19 Cγ * ; Cδ 47.92 
E334 55.25 29.08 Cγ 33.95 
S335 57.00 62.61  
T336 60.52 68.60 Cγ 20.34 
A337 51.35 17.99  
E338 55.21 29.22 Cγ 33.95 
F339 56.29 38.32 C2 130.62; C3 130.19; C4 128.65 
N340 51.79 38.99  
D341 52.69 38.95  
S342 57.11 62.63  
D343 52.77 37.64  
pS344 56.43 64.77  
G345 44.17   
I346 59.91 37.58 Cγ 16.17, 25.96; Cδ 11.82 
pS347 55.91 64.77  
L348 55.36 41.08 Cγ 23.03; Cδ 22.25, 23.58 
N349 51.95 37.70  
T350 60.61 68.49 Cγ 20.34 
pS351 53.93 64.88  
P352 62.13 30.85 Cγ *; Cδ 57.11 
S353 57.00 63.70  
V354 60.70 31.42 Cγ 20.34 
A355 51.03 18.06  
pS356 53.93 64.88  
P357 62.19 30.93 Cγ *; Cδ 49.53 
E358 56.23 28.26 Cγ 33.95 
H359 53.71 27.85 C2 135.06; C4 118.95 
S360 57.11 62.70  
V361 61.07 31.49 Cγ 19.89 
E362 56.23 29.22 Cγ 33.95 
CONH2    
 
  
Table 7. 13C NMR chemical shifts of the free 4P-hNrf2 peptide in ppm from TSP-d4. Spectra were recorded 
at 280 K, pH = 7.2, and 20 mM sodium phosphate buffer; H2O:2H2O, 9:1 (v/v). *Signal not detected. 
 * 
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Por otra parte, se analizaron los desplazamientos químicos de los protones 
peptídicos a diferentes temperaturas (280 K, 293 K y 310 K) para eliminar ambigüedades 
en la asignación de las resonancias más complejas y para evaluar la accesibilidad de los 
protones en el disolvente. Las variaciones de temperatura pueden provocar un cambio en 
el medio y por lo tanto, una variación de los desplazamientos químicos de los protones. La 
amplitud de la perturbación es mayor a medida que los protones son más accesibles al 
disolvente. Para determinar la influencia de la temperatura sobre cada protón, se calculó 
el cambio en los desplazamientos químicos de los protones HN para cada residuo (excepto 
Figure 34. Structure analysis of 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 free in solution. A, Values of the temperature 
coefficients of the amide proton HN chemical shifts (Δ(δHN)/ΔT, ppb·K-1) for the 2P-hNrf2 (red bars) and 4P-
hNrf2 (yellow bars) peptides at pH 7.2 plotted against the residue number. B and C, Chemical shift differences 
between the experimental Hα (B) and Cα (C) resonances of 2P-hNrf2 (red bars) and 4P-hNrf2 (yellow bars) 
and the random coil values defined by Wüthrich (223) and modified by Bienkiewicz (18) for the pSer values. 
All these chemical shifts were corrected according to Schwarzinger (190) to consider the nearest-
neighbor effects. 
 * 
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para las prolinas, que no tienen protón HN) como una función de la temperatura 
(Δ(δNH)/ΔT (ppb·K-1)) (Fig. 34A). Se considera que un protón HN es accesible al 
disolvente si el valor absoluto de este coeficiente es mayor que 7 ppb·K-1. Por el contrario, 
si el protón observado está implicado en enlaces de hidrógeno o se encuentra escondido 
en el núcleo estructural del complejo, será menos sensible a los cambios de temperatura, 
siendo este valor absoluto menor (22). La región que comprende la Asn340 y la pSer347, y 
particularmente la Gly345, presentó los valores absolutos más bajos, entre 4 y 7 ppb·K-1, 
sugiriendo que esta región está parcialmente protegida de las moléculas de agua del 
disolvente. Además, se observaron patrones similares para los dos péptidos, 2P-hNrf2 y 
4P-hNrf2, indicando que ambos poseen estructuras similares. 
A partir de los desplazamientos químicos de los protones y de los carbonos 13C, 
pudimos obtener más información sobre la estructura secundaria de los péptidos. Para 
ello, se compararon los desplazamientos químicos experimentales con los 
desplazamientos teóricos en estructura de random coil, definida por Wüthrich (223) y 
modificada por Bienkiewicz (18) para los residuos de fosfoserina y por Schwarzinger 
(190) para considerar el efecto de cada residuo sobre sus vecinos. En este caso, como no 
existe corrección para los residuos de fosfoserina, se utilizaron los parámetros de una 
serina estándar. Así, podimos calcular las diferencias de los desplazamientos químicos con 
las siguientes ecuaciones: 
Δδ Hα = δHα experimental – δHα random coil 
Δδ Cα = δCα experimental – δCα random coil 
Según el valor de Δδ, podemos deducir la tendencia estructural: 
 Si Δδ Hα > 0: tendencia a formar una lámina β o un giro. 
 Si Δδ Hα  < 0: tendencia a formar una hélice α. 
 Si Δδ Cα > 0: tendencia a formar una hélice α. 
 Si Δδ Cα < 0: tendencia a formar una lámina β o un giro. 
Los valores obtenidos para ambos péptidos (Figs. 24B y C) sugieren que el 
péptido libre en solución tiende a doblarse formando un codo o una lámina β. La forma de 
la gráfica correspondiente al Δδ Cα mostrando un comportamiento particular de la glicina 
345 sugiere preferentemente la presencia de un giro centrado en este residuo. No 
obstante, estos resultados serán comprobados durante el modelado molecular más 
adelante. 
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3.3.2 Estudio de la interacción de los péptidos 2P-hNrf2 y 4P-hNrf2 con β-TrCP. 
Para los experimentos de RMN con β-TrCP, se utilizó una relación 98:1 de 
péptido a MBP-β-TrCP recombinante (1.6 mM  2P-hNrf2 o 4P-hNrf2 y 17 µM MBP-β-TrCP)  
a 280 K y a pH 7.2. En primer lugar, hicimos la asignación completa de todos los residuos 
de ambos péptidos en presencia de β-TrCP siguiendo el mismo protocolo que se ha 
utilizado anteriormente para los péptidos libres en solución (Tablas 8 y 9). A continuación, 
para evaluar los cambios de accesibilidad de los protones HN al disolvente, se analizaron 
las variaciones en los desplazamientos químicos de estos protones en función de la 
presencia o ausencia de β-TrCP. Los protones en contacto con la proteína se exponen a un 
entorno diferente y por lo tanto presentan una variación mayor de su desplazamiento 
químico. Estas variaciones fueron calculadas utilizando la siguiente fórmula: 
ΔHN = δHN hNrf2 unido a β-TrCP – δHN hNrf2 libre 
Como vemos en la Fig. 35, las variaciones (ΔHN) más acusadas fueron 
encontradas en la misma región de ambos péptidos (344pSGIpSLN349) y en las dos pSer351 y 
pSer356 adicionales del péptido 4P-hNrf2. 
Para confirmar estas observaciones y estudiar más en detalle la interacción entre 
Nrf2 y β-TrCP, se realizó espectroscopía de Diferencia de Transferencia de Saturación, 
Saturation Transfer Difference (STD). Este tipo de espectroscopía permite detectar la unión 
transitoria de ligandos (los péptidos de Nrf2) a determinadas macromoléculas (β-TrCP). 
Este método se basa en la posibilidad de saturar selectivamente los protones de una 
macromolécula por irradiación específica (Fig. 36A). La frecuencia de la irradiación se 
establece en un valor donde sólo se encuentran las resonancias de la macromolécula y no 
las del péptido libre. Como consecuencia de la difusión de espín, la saturación se propaga  
Figure 35. Chemical shift differences for the HN resonances of 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2. Difference for the 
residues of 2P-hNrf2 (red bars) and 4P-hNrf2 (yellow bars) peptides between the chemical shift of a given 
resonance free in buffer solution and the chemical shift in the presence of the MBP-β-TrCP protein plotted 
against residue number at 280 K and pH 7.2 for HN resonances. 
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Residue HN Hα Hβ Others 
CH3CO    CH3 2.14 
P333  4.43 2.33 CH2γ 2.02; 1.96 CH2δ 3.68 
E334 8.78 4.32 1.98; 2.12 CH2γ 2.33 
S335 8.50 4.56 3.92  
T336 8.37 4.40 4.31 CH3γ 1.24 
A337 8.41 4.32 1.38  
E338 8.46 4.21 1.89 CH2γ 2.10; 2.21 
F339 8.38 4.65 3.06; 3.14 Hδ 7.28; Hε 7.32; Hζ 7.37 
N340 8.50 4.74 2.72; 2.82 NH2γ 7.06; 7.73 
D341 8.43 4.62 2.70  
S342 8.33 4.51 3.86; 3.96  
D343 8.56 4.73 2.71; 2.78  
pS344 9.02 4.48 4.08  
G345 8.70 3.94; 4.05   
I346 7.92 4.28 1.93 CH2γ; 1.47; 1.21; CH32γ 0.96; CH3δ 0.90 
pS347 8.93 4.54 4.04  
L348 8.74 4.34 1.68 Hγ 1.61; CH3δ 0.90; 0.95 
N349 8.55 4.80 2.87 NH2γ 7.05; 8.06 
T350 8.27 4.36 4.29 CH3γ 1.24 
S351 8.53 4.78 3.87  
P352  4.50 2.35 CH2γ 2.06; 1.97 CH2δ 3.75 
S353 8.59 4.47 3.88  
V354 8.30 4.18 2.11 CH3γ 0.96 
A355 8.53 4.36 1.40  
S356 8.55 4.79 3.90  
P357  4.44 2.33 CH2γ 2.05; 1.92 CH2δ 3.78 
E358 8.68 4.19 1.91; 1.96 CH2γ 2.15; 2.25 
H359 8.38 4.66 3.13; 3.23 2Hδ 7.13; 1Hε 8.07 
CONH2    7.27; 7.64 
Table 8. 1H NMR chemical shifts of the 2P-hNrf2 peptide in presence of β-TrCP, in ppm from TSP-d4. Ratio 
2P-hNrf2 peptide:β-TrCP protein = 98:1. Spectra were recorded at 280 K, pH = 7.2, and 20 mM sodium 
phosphate buffer; H2O:2H2O, 9:1 (v/v). 
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Residue HN Hα Hβ Others 
CH3CO    CH3 * 
P333  4.42 2.47 CH2γ 2.05; CH2δ 3.39 
E334 8.81 4.20 1.92; 2.12 CH2γ 2.25 
S335 8.74 4.53 3.89  
T336 8.41 4.37 4.24 CH3γ 1.19 
A337 8.43 4.28 1.36  
E338 8.42 4.20 1.87; 2.04 CH2γ 2.15; 2.23 
F339 8.35 4.63 3.02; 3.13 Hδ 7.25; Hε 7.33; Hζ 7.28 
N340 8.49 4.71 2.69; 2.79 NH2γ 7.05; 7.72 
D341 8.43 4.58 2.68  
S342 8.31 4.48 3.83; 3.92  
D343 8.54 4.70 2.69; 2.77  
pS344 8.94 4.46 4.06  
G345 8.67 4.01   
I346 7.92 4.25 1.90 CH2γ 1.45; 1.19 CH3γ 0.92; CH3δ 0.89 
pS347 8.91 4.50 4.03  
L348 8.64 4.34 1.63 Hγ 1.59; CH3δ 0.90; 0.95 
N349 8.56 4.80 2.84 NH2γ 7.11; 7.91 
T350 8.28 4.34 4.24 CH3γ 1.20 
pS351 8.85 4.82 4.04  
P352  4.45 2.30 CH2γ 2.04; CH2δ 3.86; 3.78 
S353 8.50 4.43 3.86  
V354 8.34 4.16 2.08 CH3γ 0.87; 0.93 
A355 8.49 4.33 1.37  
pS356 8.89 4.76 4.07  
P357  4.38 2.33 CH2γ 1.86; CH2δ 3.86 
E358 8.63 4.11 1.96; 2.01 CH2γ 2.29; 2.33 
H359 8.68 4.74 3.20; 3.23 2Hδ 7.35; 1Hε 8.45 
S360 8.65 4.49 3.87  
V361 8.48 4.19 2.14 CH3γ 0.89; 0.95 
E362 8.17 4.12 1.87 CH2γ 2.03; 2.21 
CONH2    7.19; 8.29 
  
Table 9. 1H NMR chemical shifts of the 4P-hNrf2 peptide in presence of β-TrCP, in ppm from TSP-d4. Ratio 
4P-hNrf2 peptide:β-TrCP protein = 98:1. Spectra were recorded at 280 K, pH = 7.2, and 20 mM sodium 
phosphate buffer; H2O:2H2O, 9:1 (v/v). *Signal not detected. 
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rápidamente por toda la macromolécula. Esta saturación se transfiere hasta el ligando 
unido. El resultado es que la intensidad de la señal del ligando se verá atenuada. La 
sustracción del espectro de referencia sin saturación (espectro desacoplado u off-
resonance) sobre del espectro saturado (espectro acoplado u on-resonance) da lugar al 
espectro STD, que contiene únicamente las señales de los ligandos unidos.  
Mediante esta técnica pudimos determinar qué región de los péptidos está más 
implicada en la unión con β-TrCP, dado que los grupos que interaccionan más fuertemente 
presentan un efecto STD mayor. Para los experimentos de STD, utilizamos las siguientes 
frecuencias de irradiación: -1 ppm para el espectro acoplado (on-resonance) y +30 ppm 
para el espectro desacoplado (off-resonance). La irradiación de las señales de la proteína a 
-1 ppm produjo la saturación completa de β-TrCP por difusión de espines. Esta saturación 
fue transmitida a los péptidos que se encontraban unidos. Aplicando la segunda 
irradiación, a +30 ppm, obtuvimos el espectro desacoplado (off-resonance) que se restó del 
espectro acoplado (on-resonance). Así se generaron los espectros STD de cada péptido. En 
las Figs. 26B y C, observamos perfiles espectroscópicos STD a 280 K, que ya nos indican la 
existencia de interacciones entre β-TrCP y los péptidos de 2P-hNrf2 y 4P-hNrf2. Los 
valores relativos de STD que se muestran en las Figs. 26D y E se calcularon dividiendo el 
valor de la intensidad de la señal en el espectro STD entre la intensidad correspondiente 
de la misma señal en el espectro de referencia 1H 1D RMN. El valor de STD máximo fue 
considerado como 100 % y el resto de intensidades fueron normalizadas con este valor. 
Como se muestra en la Fig. 36D, los protones HN de las pSer344 y pSer347 de los péptidos 
2P-hNrf2 y 4P-hNrf2 presentaron un valor relativo de STD superior al 80 %, lo cual indica 
que estos residuos están involucrados en la interacción. Otros residuos de esta región  
como la Ile346 y la Leu348 también mostraron valores cercanos al 80 %, sugiriendo que 
participan en la unión con β-TrCP a través de interacciones hidrofóbicas. Asimismo, en el 
caso del péptido tetrafosforilado 4P-hNrf2, los residuos pSer351 and pSer356 presentaron 
intensidades STD en torno al 70 y 90 %, respectivamente. Para determinar la especificidad 
de estas interacciones, se repitieron los espectros STD del péptido 4P-hNrf2 a 293 K.  Con 
el aumento de la temperatura disminuyeron las intensidades STD, indicando mayor 
disociación del complejo. Para tener en cuenta esta reducción de la señal y para permitir 
una mejor comprensión del efecto de la temperatura, se aplicó un factor de corrección de 
0.85 sobre las intensidades obtenidas a 293 K (Fig. 36E). Así, las intensidades de los 
extremos N- y C-terminales del péptido 4P-hNrf2 resultaron muy similares a ambas 
temperaturas, con valores medios del 50 al 60%. Sin embargo, las intensidades de los 
residuos situados entre la Asn340 y la Ser360 fueron menores a 293 K excepto para los 
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Figure 36. Saturation Transfer Difference (STD) NMR experiments of 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 in the 
presence of β-TrCP. A, STD spectroscopy allows detecting transient binding of small molecule ligands to 
macromolecular receptors. Method of STD relies on the possibility to selectively saturate protons of 
macromolecular receptor by irradiating the spectral region containing "wings" of broad resonances of the 
macromolecule which is also free of any smaller molecule signals. Due to effective spin diffusion, saturation 
quickly propagates across the entire macromolecule. If the smaller molecule ligand binds the 
macromolecule, saturation will also spread onto the ligand. The result will be that intensity of the ligand 
signal will be attenuated. Substraction of resulting spectrum from the reference spectrum without 
saturation yields the STD spectrum containing only signals of the binding ligands. STD spectra were 
recorded with selective saturation of protein resonances with on-resonance irradiation at -1 ppm and off-
resonance irradiation at 30 ppm for reference spectra.  
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residuos pSer344, Ile346 y pSer347, que se mantuvieron elevados. Por otro lado, la interacción 
de los residuos pSer351 y pSer356 con β-TrCP fue menos intensa a 293 K. Estos datos 
indican que las pSer344 y pSer347 son necesarias para la interacción con β-TrCP, mientras 
que las pSer351 y pSer356 no parecen ser esenciales, ya que la fuerza de su interacción 
disminuye al aumentar la temperatura. 
3.4 Modelado molecular de la interacción Nrf2/β-TrCP. 
Dado que la parte de la secuencia del péptido de Nrf2 que está más implicada en 
la interacción con β-TrCP es la que contiene el dominio 343DpSGIpSLN349  se utilizaron los 
resultados correspondientes al péptido 2P-hNrf2 para el modelado molecular del 
complejo Nrf2/β-TrCP.  
El cálculo de la estructura del péptido 2P-hNrf2 unido a β-TrCP fue realizado 
utilizando las restricciones de distancia derivadas de los espectros TRNOE (Transferred 
Nuclear Overhauser Effect). Esta técnica es muy efectiva para estudiar las interacciones 
intramoleculares con ligandos unidos, siempre y cuando el tiempo que permanezca el 
ligando unido sea considerablemente menor que el tiempo de relajación de los protones y 
el tiempo de mezcla del experimento NOESY. Para realizar los espectros, se utilizaron unos 
tiempos de mezcla (m) de 100 y 200 ms a una temperatura de 280 K en presencia de 
MBP-β-TrCP. Mediante el uso del programa CcpNmr se analizaron los espectros TRNOE. 
Este programa de análisis CcpNmr nos permite visualizar, asignar las resonancias 
atómicas, analizar posteriormente los parámetros cinéticos de la unión y calcular las 
restricciones de distancia. No obstante, previo al estudio de los espectros, tuvimos que 
introducir en el programa varias modificaciones que contemplaran la topología y 
configuración de la fosfoserina. Sobre los 545 picos del espectro TRNOE registrados, 520 
fueron validados para el cálculo. De ellos, 218 picos fueron utilizados para determinar la 
estructura del péptido asociado a β-TrCP  ya que el resto correspondía a picos 
redundantes. Sobre este total de 218 picos TRNOE, 4 de ellos fueron descartados por no 
cumplir las restricciones de distancia con átomos vecinos estimadas por el programa. De 
los 214 restantes, 106 presentaron restricciones ambiguas. Los 108 picos restantes  
Figure 36. (Continued) B and C, One-dimensional 1H spectrum (black line) and one-dimensional 1H STD-
NMR spectrum (red line) of the 2P-hNrf2 (B) and 4P-hNrf2 (C) peptides in association with the MBP-β-TrCP 
protein. Protons making close contacts with the protein interaction site show significant enhancements of 
their resonances. D, Relative STD intensities for 2P-hNrf2 (red bars) and 4P-hNrf2 (yellow bars) peptides. 
The integral values of the largest signal for the 2P-hNrf2 peptide (pSer331 HN proton) and for the 4P-hNrf2 
peptide (pSer328 HN proton) were set to 100 %. The relative degree of saturation for the individual protons 
normalized to the largest signal was used to compare the STD effect. E, Effect of temperature (280 K or 293 K) 
on the relative STD intensities for 4P-hNrf2. The integral value of the largest signal of the 4P-Nrf2 (pSer328 HN 
proton) was set to 100% at 280 K. A correction factor of 0.85 was applied on STD values obtained at 293 K. 
 
RESULTADOS 
137 | P á g i n a  
 
mostraron restricciones no ambiguas. Estos picos fueron utilizados para el modelado.  
Estos datos generados por el programa CcpNmr fueron importados en el 
programa de cálculo de estructura ARIA2.3 (Ambiguous Restraints for Iterative 
Assignment). Este programa permite calcular estructuras tridimensionales basándose en 
un proceso iterativo de asignación de resonancias. El programa realiza 8 iteraciones hasta 
generar la estructura final. En cada iteración, ARIA reduce la ambigüedad en picos NOE, 
detecta la existencia de picos inconsistentes y genera una familia de estructuras 
compatibles con las restricciones experimentales. El programa recalibra los picos NOE 
según las restricciones de distancia configuradas y hace el análisis estadístico de las 
violaciones de las restricciones, de manera que en cada iteración elimina las asignaciones 
menos probables y genera una estructura cada vez más refinada. En la iteración final, se 
generaron 50 estructuras de baja energía para el péptido 2P-hNrf2. Este conjunto fue 
seleccionado considerando la geometría correcta y la ausencia de violaciones de 
restricción de distancia mayores a 0.5 Å. La superposición sobre el motivo DpSGIpS de las 
cinco configuraciones de menor energía se muestran en la Fig. 37A. La presencia de las 
serinas fosforiladas en el péptido indujo una conformación en giro o codo también 
encontrado en otros sustratos de β-TrCP. Para analizar la precisión de modelo, se 
calcularon los valores RMSD (root-mean-square deviation) para los enlaces de la cadena 
peptídica del motivo DpSGIpS. Este coeficiente es una medida del grado de 
similitud/dispersión entre las estructuras generadas, siendo menor cuánto mejor 
superponen sus esqueletos peptídicos. El coeficiente RMSD para los enlaces de la cadena 
peptídica del motivo DpSGIpS en la familia de 50 estructuras es 1.2 ± 0.6 Å. 
El modelo del complejo 2P-hNrf2/β-TrCP fue creado mediante cálculos de 
docking o acoplamiento molecular a partir de las estructuras de baja energía obtenidas de 
los experimentos de espectroscopía TRNOE. Para modelar el péptido acoplado a β-TrCP se 
utilizó el programa Surflex-Dock, un algoritmo de acoplamiento molecular automático y 
flexible. Debido al alto grado de flexibilidad del programa, los cálculos con Surflex-Dock 
fueron limitados a los 10 residuos centrados en el dominio de interacción 
341DSDpSGIpSLNT350. Como punto de partida, para la estructura de β-TrCP se utilizó su 
estructura tridimensional previamente descrita para el cristal de su complejo con un 
péptido de 10 residuos de β-catenina (Código PDB 1P22) (222) (Fig. 37B). Obtuvimos 32 
estructuras de acoplamiento entre β-TrCP y el péptido de hNrf2. La estructura de menor 
energía generada para la secuencia DSDpSGIpSLNT fue superpuesta sobre la estructura de 
menor energía obtenida a partir de los espectros TRNOE (Fig. 37C). Los valores RMSD 
fueron 1.9 ± 0.6 Å considerando el fragmento de secuencia DSDpSGIpSLNT, y 1.1 ± 0.4 Å 
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para el fragmento DpSGIpS. Como se observa en la Fig. 37C, el giro o codo se conservó en 
ambas estructuras, aunque la posición del grupo fosfato cambia. Al contrario que en la 
estructura derivada de los espectros TRNOE, encontramos que los grupos fosfato de las 
pSer344 y pSer347 adoptaron una conformación de menor energía en la estructura generada 
por acoplamiento, promoviendo una optimización de la interacción con la superficie de β-
TrCP. De las 32 estructuras creadas, la Fig. 37D muestra la superposición de las 7 
conformaciones con puntuaciones más bajas en base a criterios energéticos. Entre ellas se 
observó un buen ajuste del fragmento pSGI y de la Leu348 mientras que la cadena lateral de 
la pSer347 fue más flexible. Los coeficientes RMSD para los enlaces de la cadena peptídica 
del motivo DpSGIpS y de la secuencia completa con los diez residuos fueron 0.4 ± 0.2 Å y 
0.9 ± 0.5 Å, respectivamente. La estructura con menor energía del complejo se muestra en 
modelo de Dreiding en las Figs. 37E y F. En la Fig. 37E, los aminoácidos de β-TrCP que 
participan en la formación de puentes de hidrógeno con Nrf2 están coloreados en verde, 
mientras que los puentes de hidrógeno aparecen marcados con líneas discontinuas 
amarillas. Siete de los diez puentes de hidrógeno implican al dominio DpSGI y los tres 
restantes están relacionados con la Asn349. El grupo carbonilo y el grupo carboxilo del 
Asp343 forman dos enlaces de hidrógeno con el grupo NH2 de la Lys365 de β-TrCP. El grupo 
fosfato de la Ser344 forma dos puentes de hidrógeno con el grupo εNH de la Arg285 y el 
grupo hidroxilo de la Ser325 de β-TrCP. El grupo carbonilo de la Gly345 forma un enlace de 
hidrógeno el grupo εNH de la Arg474 de β-TrCP. El grupo carbonilo de la Ile346 forma un 
puente de hidrógeno con el grupo εNH of Arg474 y el grupo OH de la Tyr438 de β-TrCP. El 
grupo γ-carbonilo de la Asn349 forma un enlace de hidrógeno con el grupo εNH de Arg431 
y el grupo hidroxilo de la Ser448 de β-TrCP. Finalmente, el grupo γNH2 de la Asn349 forma 
un puente de hidrógeno con el grupo carbonilo de la Gly408 de β-TrCP. Es posible que la 
pSer347 establezca enlaces de hidrógeno o interacciones iónicas con los grupos εNH de las 
Arg521 o Arg431 de β-TrCP, sin embargo, estos contactos no fueron encontrados en la 
configuración de energía más baja.  
Figure 37. TRNOE-derived structures of the 2P-hNrf2 peptide bound to β-TrCP and analysis of the docking 
interactions. A, Among 50 TRNOEs derived structures, the five lowest energy conformations are shown. 
Superimpositions are shown on the DpSGIpS motif. B, Crystal structure of the complex of β-TrCP with β-catenin 
(PDB ID code 1P22). C, Nrf2 docked structure (light green) superimposed with the TRNOE bound structure 
(dark green) on the DpSGIpS motif. Phosphoserine residues are labelled in red in the docked structure and 
black in the TRNOE structure. D, Seven lowest score poses that are representative of the bound structures of 
Nrf2. The superimposition was made on the DpSGIpS motif. E, Structure of the complex of β-TrCP with the best 
docking pose of Nrf2 deduced from the NMR data. β-TrCP is shown in surface representation. Amino acids of β-
TrCP and Nrf2 that participate in intermolecular interactions are shown in black and white letters, respectively. 
H-bonds are shown with dashed yellow lines. F, Amino acids of β-TrCP that participate in hydrophobic 
interactions with Nrf2 are shown in black letters. The hydrophobic cluster in red surface, located at the 
entrance of the central channel of β-TrCP, interacts with the side chain of Leu348 shown in green dots surface. 
The hydrophobic cluster in yellow surface interacts with the side chain of Ile346 shown in green dots surface. 
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Además de los enlaces de hidrógeno, se observaron varios contactos de carácter 
hidrofóbico (Fig. 37F). La cadena lateral de la Ile346 se encuentra estabilizada en el bolsillo 
hidrofóbico formado por los anillos aromáticos de la Phe523 y de la Tyr271 y el grupo 
guanidinio de la Arg521 de β-TrCP (coloreados en amarillo). La cadena lateral de la Leu348 
se estabiliza en el canal hidrofóbico central contactando con la Leu351, la Asn394, la Ala434 y 
la Arg474 del dominio WD40 de β-TrCP (coloreados en rojo).  
En conjunto, todos estos contactos parecen ser esenciales para la unión entre 
Nrf2 y β-TrCP y explican la gran estabilidad del complejo 2P-hNrf2/β-TrCP. 
3.5 Los residuos de serina localizados en el motivo DSGIS del dominio Neh6 son 
necesarios para la interacción entre Nrf2 y β-TrCP. 
La contribución de cada una de las seis serinas del dominio Neh6 en la asociación 
entre Nrf2 y β-TrCP fue analizada mediante ensayos de co-inmunoprecipitación. Las 
células HEK293T fueron co-transfectadas con vectores de expresión para Flag-β-TrCP  y 
con HA-GSK-3βY216F o HA-GSK-3βΔ9. Además, fueron co-transfectadas con mNrf2-V5 con el 
dominio Neh6 intacto (silvestre) o con las mutaciones puntuales Ser a Ala en las 
posiciones 335 y 338 (2S/2A), 335, 338, 342 y 347 (4S/4A) o 335, 338, 342, 347, 351 y 
355 (6S/6A) de Nrf2 murino, como se indica en la Fig. 38A. Las células fueron deprivadas 
de suero durante 16 h y tratadas con el inhibidor del proteasoma, MG132 (40 µM) durante 
las 3 h últimas de incubación. Como ya se mostró con anterioridad, Nrf2 silvestre se asoció 
con β-TrCP y esta asociación aumentó en presencia de GSK-3βΔ9. Sin embargo, la 
introducción de las mutaciones puntuales a alanina de los residuos Ser335 y Ser338 fue 
suficiente para eliminar por completo esta interacción. Estos datos muestran que estos 
residuos son esenciales para la interacción con β-TrCP, confirmando in vivo los resultados 
obtenidos por RMN. 
Por otra parte, analizamos la participación de ciertos residuos de arginina del 
dominio WD40 de β-TrCP en la asociación con Nrf2. Introdujimos varias mutaciones 
puntuales de las Arg285, Arg410, Arg431, Arg474 y Arg521 de β-TrCP a Glu (235). Las células 
HEK293T fueron co-transfectadas con β-TrCP silvestre o con las versiones mutadas en las 
argininas junto con Nrf2-V5, deprivadas de suero durante 16 h y mantenidas con MG132 
(40 µM) durante las 3 h finales. Los experimentos de asociación (Fig. 38B) mostraron que 
las argininas Arg285, Arg474 y Arg521 de β-TrCP son esenciales en la interacción con Nrf2, 
mientras que las argininas Arg410 y Arg431 no estaban implicadas. Estos resultados 
obtenidos en células son consistentes con el modelo de interacción descrito por RMN. 
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4 Relevancia funcional de la regulación de Nrf2 por GSK-3. 
4.1 Regulación de Nrf2 en ratones con una depleción condicional de GSK-3β en 
neuronas. 
Con el objetivo de determinar la relevancia del mecanismo de degradación 
modulada por GSK-3/β-TrCP sobre la estabilidad de Nrf2 in vivo, analizamos la función de 
Nrf2 en hipocampos de ratones transgénicos con una depleción condicional de GSK-3β 
específica de neuronas (denominada +Cre). Ensayos de inmunohistoquímica e 
inmunoblots revelaron una fuerte reducción en los niveles de GSK-3β en los ratones +Cre 
comparados con los ratones control (-Cre) (Figs. 39A y B). La determinación cuantitativa 
de los niveles de RNA mensajero indicó una reducción de la expresión de GSK-3β de 
aproximadamente el 80 % en comparación con los ratones control, mientras que los 
niveles de RNA mensajero de GSK-3α permanecieron constantes (Fig. 39F). Esta 
disminución a nivel de RNA correlacionó con una reducción de los niveles proteicos de  
GSK-3β del 75 % (Figs. 39B y C). Sin embargo, los niveles de las E3 ligasas que gobiernan 
la degradación de Nrf2, Keap1 y β-TrCP, no cambiaron (Figs. 39B y C). Es muy importante 
destacar que in vivo también obtuvimos un incremento de los niveles proteicos de Nrf2 
sólo en los ratones +Cre (Figs. 39B y C). A continuación, estudiamos los niveles de proteína 
Figure 38. Identification of critical residues for Nrf2 docking onto β-TrCP by pull-down assays. A, 
HEK293T cells were co-transfected with Flag-tagged β-TrCP, HA-tagged GSK-3βY216F and GSK-3βΔ9, as 
indicated, plus V5-tagged mouse Nrf2ΔETGE with either a wild-type Neh6 domain (wt) or mutations of Ser335 
and Ser338 to Ala (2S/2A), or Ser335 , Ser338 , Ser342 and Ser347 to Ala (4S/4A), or Ser335, Ser338, Ser342, Ser347, 
Ser351 and Ser355 to Ala (6S/6A). Cells were maintained in low serum for 16 h and treated with 40 µM MG132 
for the last 3 h before pull-down of protein complexes with anti-V5 antibodies. B, HEK293T cells were co-
transfected with V5-tagged Nrf2ΔETGE and Flag-tagged β-TrCP with either a wild-type WD40 domain or single 
point mutations of Arg to Glu at the indicated residues. Cells were maintained in low serum for 16 h and 
treated with 40 µM MG132 for the last 3 h before the pull-down assay was performed. 
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y de RNA mensajero de algunas enzimas reguladas por Nrf2. Como se muestra en las Figs. 
39D, E y G, tanto los niveles de proteína como de RNA mensajero de las enzimas HO-1, 
GSTM5, GCLM, GCLC y NQO1 estaban incrementados en los hipocampos de los ratones 
+Cre en comparación con los controles. Estos resultados muestran que la disrupción de la 
Figure 39. GSK-3β deficiency results in increased expression of Nrf2-target genes. A, 
Immunohistochemistry of 30-µm-thick hippocampal sections from control mice (-Cre) with normal GSK-3β 
levels and in neuron-specific GSK-3β knockout mice (+Cre). Upper panels, anti-GSK-3β antibody staining and 
Nissl counterstaining. Lower panels, higher magnification of the CA1 region of hippocampus. B, Immunoblots 
showing protein levels of GSK-3β, Nrf2, Keap1, β-TrCP and β-actin. C, Densitometric quantification of protein 
levels from representative blots like those of B normalized with β-actin levels. D, Immunoblots showing 
protein levels of five enzymes whose expression is regulated by Nrf2 (heme oxygenase-1, HO-1; glutathione 
S-transferase M5, GSTM5; γ-glutamyl cysteine ligase modulatory subunit, GCLM; γ-glutamyl cysteine ligase 
catalytic subunit, GCLC). E, Densitometric quantification of protein levels from representative blots like those 
of D. F, Messenger RNA levels in hippocampus of GSK-3β and GSK-3α in control mice and in neuron specific 
GSK-3β knockout mice, determined by quantitative RT-PCR. G, Messenger RNA levels of HO-1, GSTM5, GCLM, 
GCLC and NQO1, by RT-PCR. For C, E, F and G, values correspond to the mean ± SEM of n=6 animals per group. 
Student’s t test was applied to determine the significance of biochemical differences among groups. Asterisks 
denote significant differences between genotypes with *p<0.05. 
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vía de degradación mediada por GSK-3/β-TrCP tiene como consecuencia un incremento de 
Nrf2 y de sus genes diana in vivo.   
Considerando que los ratones con deficiencia condicional de GSK-3β en neuronas 
presentan niveles elevados de Nrf2 y una respuesta de fase II aumentada, analizamos si 
este incremento tenía una relevancia funcional. En primer lugar medimos los niveles de 
glutatión como indicador de la capacidad antioxidante, dado que las enzimas encargadas 
del metabolismo del glutatión están reguladas por Nrf2. Como se observa en la Fig. 40A, en 
los ratones +Cre los niveles de glutatión reducido (GSH) se incrementaron con respecto a 
los animales control. Asimismo, los niveles de glutatión oxidado (GSSG) fueron menores 
que los ratones +Cre, siendo la relación GSH/GSSG mayor en estos ratones. Este aumento 
de los niveles de GSH en los ratones +Cre está estrechamente relacionado con los niveles 
de Nrf2. A continuación, también examinamos los niveles basales de proteínas 
carboniladas y de peroxidación de lípidos como reflejo de la actividad antioxidante. Como 
se muestra en las Figs. 40 B y C, la deficiencia en GSK-3 supone una reducción significativa 
de los niveles de proteínas carboniladas y de lípidos peroxidados. En conjunto, estos datos 
nos indican que GSK-3β también modula los niveles de Nrf2 en hipocampo teniendo como 
resultado una mayor capacidad antioxidante.   
Figure 40. GSK-3β deficiency results in an enhanced antioxidant activity. A, Left and middle panels, GSH 
and GSSG levels in the hippocampus of mice with conditional depletion of GSK-3β (+Cre) and  control mice (-
Cre). Right panel, GSH/GSSG ratio. B, Levels of carbonylated proteins levels in the hippocampus of +Cre and -
Cre mice. 2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH) was used to qualitatively detect carbonyl groups associated 
with proteins. C, Levels of MDA as a quantification of lipid peroxidation in the hippocampus of +Cre and -Cre 
mice. For A-C, values correspond to the mean ± SEM of n=3 animals per group. Student’s t test was applied to 
determine the significance of biochemical differences among groups. Asterisks denote significant differences 
between genotypes with *p<0.05. 
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4.2 Regulación de Nrf2 por GSK-3 en un modelo de excitotoxicidad inducida por 
kainato. 
En primer lugar, analizamos la generación de ROS y la muerte celular inducida 
por kainato en secciones de hipocampo de 200 µm de grosor procedentes de animales 
silvestres o deficientes en Nrf2. La medición de ROS fue realizada mediante fluorescencia 
directa con la sonda 2,7-diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA). En presencia de 
ROS, esta sonda se oxida a 2,7-diclorofluoresceína (DCF), que emite fluorescencia verde 
Figure 41. Nrf2 null mice exhibit exacerbated sensibility to kainate-induced hippocampal damage. A, 
Experimental protocol of kainite or H2O2 treatments. 200 μM thick hippocampal slices were pre-incubated for 
15 min with the redox sensitive probe H2DCFDA (100 μM) and then submitted to 500 μM kainate or 2 mM 
H2O2 for 2 h. During the last 5 min slices were also submitted to PI (1 mg/ml) to detect dead cells and Hoestch 
33342 (1 mg/ml) to visualize all nuclei. B, Representative images from hippocampal slices treated as 
described in A. C and D, Densitometric quantification of H2DCFDA and PI fluorescence in hippocampal slices 
from wild type and Nrf2 knockout mice. PI fluorescence values were normalized with Hoechst levels. 
RESULTADOS 
145 | P á g i n a  
 
(142). También analizamos el grado de muerte celular mediante tinción de ácidos 
nucleicos con ioduro de propidio (IP). Este compuesto se acumula en el núcleo de células 
muertas, emitiendo fluorescencia roja. Las secciones de hipocampo fueron incubadas con 
H2DCFDA (100 µM, 15 min),  después con kainato (500 µM, 2h) o con H2O2 como control (2 
mM, 2 h) y finalmente, con IP (1 mg/ml, 5 min) (Fig. 41A). Las secciones fueron 
contrateñidas con Hoestch 33342 (1 mg/ml) añadido al mismo tiempo que el IP, para 
visualizar los núcleos. Como se muestra en la Fig, 41B, el H2O2 y el kainato indujeron un 
incremento significativo en la fluorescencia de H2DCFDA, especialmente en CA3 y en el 
giro dentado. También aumentó la fluorescencia del IP indicando que los tratamientos 
inducen muerte neuronal. Como se muestra en las cuantificaciones de las Figs. 41B y C, en 
las secciones de hipocampos procedentes de ratones silvestres el kainato produjo un leve 
incremento de fluorescencia de H2DCFDA y de IP. Sin embargo, las secciones procedentes 
de ratones Nrf2-/- fueron más sensibles al daño producido por kainato presentando 
valores más altos de fluorescencia de H2DCFDA y de IP. Estos resultados indican que Nrf2 
atenúa del daño oxidativo y muerte celular inducida por kainato en el hipocampo.  
A continuación, determinamos si el bloqueo de las dos vías de degradación de 
Nrf2, dependientes de su dominios Neh2 y Neh6, podrían conducir a una mayor protección 
frente a daño excitotóxico generado por kainato. Empleamos SFN y litio para bloquear la 
interacción Neh2/Keap1 y Neh6/GSK-3/β-TrCP, respectivamente. Los ratones fueron 
inyectados intraperitonealmente con SFN (50 mg/kg) o con suero salino dos veces 
separadas 8 h como se muestra en la Fig. 42A. Después, se obtuvieron las secciones de 
hipocampo y se pre-incubaron con H2DCFDA (100 µM, 15 min) y con LiCl (10 mM) durante 
1 h más. A continuación, las secciones fueron tratadas con kainato (500 µM, 2 h), y 
después con ioduro de propidio (IP) (1 mg/ml, 5 min) y con Hoestch 33342 (1 mg/ml). 
Como se muestra en la Fig. 42B, el SFN provocó una reducción moderada de la 
fluorescencia generada por la presencia de kainato. A su vez, el litio también provocó una 
disminución de los niveles de ROS. Sin embargo, el co-tratamiento con ambos compuestos 
produjo una reducción mayor, hasta niveles de fluorescencia similares a los cultivos 
control sin tratar con kainato. En cuanto a la muerte celular (Fig. 42C), el SFN produjo una 
reducción significativa en la tinción de IP. Además, el litio promovió una drástica 
reducción por sí solo hasta niveles basales. De nuevo, la combinación de litio con SFN fue 
el tratamiento más eficiente. Estas observaciones nos indican que Nrf2 puede ser regulado 
in vivo no sólo a través de la vía clásica de Keap1 sino también a través de la modulación 
de la ruta GSK-3/β-TrCP, situando a GSK-3 como una nueva diana terapéutica en 
enfermedades relacionadas con estrés oxidativo.  
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Figure 42. SFN combined with lithium ameliorated kainate-induced ROS production and cell death in 
hippocampus. A, Experimental protocol of SFN and lithium administration. One day before dissection of 
hippocampi animals received two intraperitoneal injections of SFN (50 mg/kg) or saline separated 8 h from 
each other. The slices were pretreated with 100 μM H2DCFDA for 15 min, pre-incubated or not with 10 mM 
LiCl during 1 h and challenged with 500 μM kainate for 2 h. Then, the slices were also submitted to a last 5 
min incubation with PI (1 mg/ml) and Hoechst (1 mg/ml) to detect dead cells and total cells respectively. B 
and C, Densitometric quantification of H2DCFDA and PI fluorescence in hippocampal slices. Fluorescent 
density obtained with PI was normalized by the fluorescent density obtained with Hoechst. Values are the 
mean of three samples. Bars indicate standard deviation. Similar results were obtained in three independent 
experiments. 
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Discusión 
Considerando que Nrf2 participa en múltiples aspectos de la fisiología celular, es 
esencial que su actividad se encuentre estrictamente controlada. A lo largo de esta Tesis 
hemos descrito una nueva vía de degradación de Nrf2 que es modulada por la quinasa 
GSK-3 y el complejo de degradación SCF/β-TrCP. 
1 Modelo de degradación dual de Nrf2 mediado por GSK-3/β-TrCP y Keap1. 
Durante los últimos años, se han desarrollado dos líneas de investigación para 
explicar los mecanismos moleculares involucrados en la activación de Nrf2 por 
compuestos endobióticos y xenobióticos. El primero de ellos se centra en la  degradación 
de Nrf2 a través de Keap1, y el segundo, en la fosforilación de Nrf2. Mientras que el papel 
de Keap1 ha sido estudiado en detalle proporcionando una explicación de la respuesta 
celular frente a compuestos electrofílicos y oxidantes, la regulación de Nrf2 por 
fosforilación aún continúa sin caracterizarse a fondo.  
Dado que los genes de fase II protegen a las células frente a situaciones de estrés 
oxidativo, hemos examinado la posible conexión entre la regulación de estos genes y la vía 
canónica de supervivencia representada por PI3K y su efector Akt. Trabajos previos del 
grupo del Dr. Cuadrado describen un incremento en la regulación de la enzima prototipo 
de fase II, hemo oxigenasa 1 (HO-1) en respuesta al factor de crecimiento nervioso (NGF) 
(185) y al fitoquímico carnosol (140) por un mecanismo que requiere la activación de 
PI3K/Akt. Sin embargo, ninguno de los componentes de la vía clásica de regulación de 
Nrf2, como son MafG, MafK, Keap1, y Bach1 son fosforilados por Akt. Analizando las 
proteínas reguladas por Akt, nos centramos en GSK-3 ya que su activación hace que las 
células sean más sensibles frente a estrés oxidativo y a apoptosis. En los últimos años, en 
el grupo del Dr. Cuadrado se ha estudiado la modulación de Nrf2 por GSK-3 estableciendo 
dos niveles de regulación, por un lado, a través su localización subcelular promoviendo su 
exclusión del núcleo (184) y por otro lado, a través del control de su estabilidad, siendo 
éste el tema central de esta Tesis Doctoral. 
En primer lugar, determinamos el efecto de la inhibición farmacológica de GSK-3 
sobre la estabilidad de Nrf2. Para este fin hemos utilizado varios inhibidores de GSK-3, 
como son el SB216763 (IC50 7-34 nM), el litio (IC50 1-2 mM), el TDZD-8 (IC50 2 µM) y el 
CT99021 (IC50 10 nM). Es importante destacar que a pesar de que estos inhibidores 
regulan de manera distinta a GSK-3, en todos los casos su inhibición correlaciona con un 
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incremento de los niveles proteicos de Nrf2 y un aumento de su actividad transcripcional. 
Estos resultados han sido verificados utilizando modelos celulares de naturaleza variada 
como son los fibroblastos embrionarios de ratones silvestres y deficientes en Keap1, las 
células humanas de riñón HEK293T y las células de origen neuronal N2A de ratón. Bajo las 
mismas condiciones experimentales observamos que estos inhibidores cooperan con los 
inductores clásicos,  tBHQ y SFN, provocando una inducción aún mayor de Nrf2. Gracias al 
uso de los fibroblastos embrionarios deficientes en Keap1 y a una versión de Nrf2 
insensible a esta E3 ligasa, Nrf2ΔETGE-V5, concluimos que el aumento de la cantidad de Nrf2 
debido a la inhibición de GSK-3 es independiente de la presencia de Keap1. GSK-3 presenta 
dos isoformas, GSK-3α y GSK-3β, que podrían estar implicadas en la regulación de Nrf2. 
Teniendo en cuenta que los inhibidores anteriormente mencionados no son específicos 
para cada una de estas isoformas, utilizamos siRNAs contra cada una de ellas y así 
verificamos que ambas isoformas regulan los niveles de Nrf2 de manera alternativa a 
Keap1. Estos resultados demuestran que la regulación de la estabilidad de Nrf2 por GSK-3 
representa un mecanismo desconocido hasta ahora que es independiente de la vía de 
canónica de degradación por Keap1. 
Nrf2 es una proteína de carácter muy ácido con un 16% de residuos de serina, 
treonina y tirosina, que son posibles dianas de fosforilación por varias quinasas. Como se 
ha descrito en la Introducción, varios agentes quimioprotectores activan las cascadas de 
señalización PI3K/Akt y MAP quinasas ERK1/2, p38, y JNK. El mecanismo molecular 
implicado en la regulación de estas quinasas es aún desconocido pero varias evidencias 
sugieren que muchos de ellos alteran el balance entre fosforilación y defosforilación, 
inhibiendo fosfatasas sensibles al estado redox. Por ejemplo, la tBHQ inhibe a la fosfatasa 
PTEN conduciendo a la activación de Akt (183). En esta Tesis, hemos utilizado el ácido 
nordihidroguayarético (NDGA) como compuesto modelo para determinar cómo los 
agentes quimioprotectores pueden regular Nrf2 a través de la activación de varias vías de 
señalización. La Fig. 43 representa los hallazgos más relevantes de esta parte del estudio 
sobre la señalización del NDGA y los niveles de Nrf2. Durante las primeras de horas de 
tratamiento con NDGA, Akt y p38 se inhibieron con cinéticas similares, mientras que 
apenas se apreció efecto sobre JNK y ERK1/2. Sin embargo, a tiempos más largos, el 
tratamiento con NDGA provocó la activación de las cuatro vías de señalización 
examinadas. El aumento de los niveles de Nrf2 correlacionó con las cinéticas de 
fosforilación de Akt, p38 y JNK. Más importante aún fue la observación de que estas 
cinéticas fueron similares en fibroblastos que carecen de Keap1, apoyando de nuevo la 
existencia de un mecanismo independiente de Keap1. 
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La inhibición de GSK-3 se produce predominantemente a través de la 
fosforilación de la Ser21 de la isoforma α o Ser9 de la isoforma β por ejemplo por Akt o 
PKA. Además, la activación de p38 y ERK1/2 reduce la actividad de GSK-3β humana 
mediante la fosforilación de la Thr390 (Ser289 en ratón) y de la Thr43, respectivamente. 
Por tanto, analizamos la fosforilación de estos residuos como indicadores del estado de 
inhibición de GSK-3. El NDGA, que cooperó con los inhibidores de GSK-3 para incrementar 
los niveles de Nrf2, provocó un aumento en la fosforilación de la serina 9 y de la treonina 
390 de GSK-3β. Esto significa que GSK-3β integra varias señales inhibitorias relacionadas 
con factores de crecimiento (vía de PI3K/Akt) y de estrés (vías de p38 y JNK). El aumento 
máximo de los niveles de Nrf2 corresponde con el momento en que la actividad de Akt, 
p38 y JNK es máxima, sugiriendo que, al menos en el caso del NDGA, la modulación de 
Figure 43. Dual regulation of Nrf2 protein levels by Keap1 and GSK-3/β-TrCP by NDGA. In this graph, Nrf2 
protein levels are represented as Nrf2 flux to provide positive pressure toward transcriptional expression of 
phase II genes. A, In resting cells (low-serum medium), Nrf2 flux is firmly blocked by Keap1-induced 
degradation (red traffic light). At the same time, signaling pathways are partially inhibited, meaning that GSK-
3 is partially active, and therefore GSK-3/β-TrCP should only moderately contribute to reduce Nrf2 flux 
(yellow traffic light). B, During short-term NDGA treatment, Keap1 is inactivated and newly synthesized Nrf2 
maintains a modest Keap1-independent Nrf2 flux; regarding signaling, NDGA, at least through receptor 
tyrosine kinase inhibition, represses Akt (Akt (S473)), resulting in GSK-3 activation. In such a scenario Nrf2 
flux is mainly stopped by GSK-3/β-TrCP. C, In longer term NDGA treatment, Keap1 remains inhibited (green 
traffic light); signaling pathways restore Akt activity to basal levels but p38 and JNK exhibit a more robust 
activation leading to GSK-3 inhibition (phospho-Thr390). In this model, Keap1 seems to exert a broad Nrf2 
flux control mainly in response to compounds able to modify the redox-sensitive Cys within Keap1, whereas 
GSK-3/β-TrCP performs a fine Nrf2 tuning in response to signaling events. Both mechanisms cooperate to 
adapt Nrf2 flux and the subsequent phase II response to specific demands aimed at maintaining redox 
homeostasis and protecting cells against oxidative damage. 
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estas quinasas es un factor importante en la regulación de Nrf2.   
Estos resultados evidencian que la regulación de la estabilidad de Nrf2 depende, 
por un lado, en la vía de Keap1 y por otro, en la activación de varias vías de señalización 
que convergen en GSK-3 (Fig. 44). Por tanto, ambos mecanismos deben trabajar 
coordinadamente para adaptar la función de Nrf2 a diferentes situaciones fisiológicas. La 
Fig. 44 muestra un mecanismo de degradación dual que permite la integración de ambas 
vías en función de las condiciones fisiológicas y patológicas, como las que se exponen a 
continuación:  
(i) En situación normal en presencia de factores de crecimiento y factores 
tróficos, se requiere una actividad mínima de Nrf2 para mantener la expresión basal de los 
genes de fase II. Bajo estas circunstancias, los grupos tiol de las cisteínas reactivas de 
Keap1 no se encuentran modificadas porque los agentes electrofílicos y prooxidantes 
están presentes en muy baja proporción. Por su parte, GSK-3 α y β deben estar inhibidas 
por la fosforilación de Akt u otras quinasas en las Ser21 y Ser9, respectivamente. Por 
consiguiente, la degradación de Nrf2 ocurre principalmente vía Keap1-Cul3/Rbx1.  
(ii) Bajo condiciones de incipiente estrés oxidativo y depleción de factores de 
crecimiento o tróficos, los grupos tioles de Keap1 habrán sido modificados modestamente, 
degradando Nrf2 con poca eficacia. No obstante, como GSK-3 está activa en ausencia de 
factores de crecimiento, Nrf2 podría ser degradado a través del complejo SCF/β-TrCP. La 
supresión de la actividad de Nrf2 por debajo de los niveles basales conduciría a una 
disminución de la expresión basal de los genes antioxidantes y detoxificantes, 
sensibilizando a las células frente a estrés oxidativo. En consecuencia, se producirá una 
acumulación de especies reactivas de oxígeno que oxidarán las cisteínas críticas de Keap1, 
Figure 44. Dual regulation of Nrf2 protein levels by Keap1 and GSK-3/β-TrCP. Scheme showing the main 
participants in the “dual degradation” model.  
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promoviendo la inactivación de Keap1, evitando la degradación de Nrf2 y mediando el 
restablecimiento de la homeostasis redox. En este escenario, Keap1 cicla entre su estado 
reducido y oxidado, de manera que puede compensar las fluctuaciones redox que resultan 
de la degradación de Nrf2 por β-TrCP.  
(iii) Por último, en presencia de altas concentraciones de especies reactivas de 
oxígeno, y tras la recuperación de los factores de crecimiento y factores tróficos, se 
produciría la inhibición de varias fosfatasas por estrés oxidativo, resultando en la 
activación de Akt que fosforila GSK-3, causando su inactivación (141). Al mismo tiempo, la 
modificación de los grupos tiol de Keap1 provoca su inactivación dando lugar a la 
estabilización de Nrf2, que alcanza sus niveles máximos.  Entonces, Nrf2 se trasloca al 
núcleo donde promueve la inducción de los genes de fase II. Finalmente, cuando se 
recupera la homeostasis redox celular, Akt será inhibido por la acción de las fosfatasas, y 
GSK-3 estará activo. Tras esta activación, GSK-3 fosforilará a Nrf2 marcándolo para su 
degradación a través del complejo SCF/β-TrCP. En estas circunstancias, el eje GSK-3/ β-
TrCP debe ser el mecanismo predominante a través del cual Nrf2 es ubiquitinado y 
dirigido a degradación por el proteasoma 26S. Este modelo tiene un importante corolario 
con respecto al destino celular: si GSK-3 se activa antes de recuperar la homeostasis redox, 
las células morirán como consecuencia del estrés oxidativo.  
Esta hipótesis explicaría el comportamiento de Nrf2 en presencia de agentes 
quimiopreventivos que actúan mediante un mecanismo dual, esto es, a través de la 
inhibición de Keap1 y la activación de vías de señalización celular. Para el caso del NDGA, 
la etapa (ii) se identificaría con el tratamiento a corto plazo, en el que los niveles de Nrf2 
disminuyen. Por su parte, la fase (iii) correspondería a la respuesta frente al NDGA a largo 
plazo, en la que los niveles de Nrf2 así como de las enzimas de fase II se encuentran 
incrementados, generando una potente respuesta antioxidante para favorecer la 
supervivencia celular y la recuperación de la homeostasis redox celular. 
Este modelo de degradación dual supone un nuevo abordaje en el diseño de 
nuevas estrategias terapéuticas frente a diversas patologías relacionadas con estrés 
oxidativo. Por ejemplo, en varios tumores de pulmón, vejiga, mama, cerebro y cuello se ha 
descrito que la actividad de Keap1 se encuentra reducida (81), sugiriendo que los niveles 
aumentados de Nrf2 pueden, en ciertas circunstancias, contribuir al desarrollo de 
enfermedades neoplásicas. Por tanto, podemos especular que los fármacos que activan 
GSK-3, como los inhibidores de Akt, deben tener un valor terapéutico dado que 
disminuirían los niveles de Nrf2 a través de la estimulación de la vía de degradación 
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mediada por β-TrCP. Con respecto a patologías neurodegenerativas, como las 
enfermedades de Parkinson y Alzheimer, o incluso durante el proceso normal de 
envejecimiento, donde se ha descrito una actividad exacerbada de GSK-3, especulamos que 
la degradación de Nrf2 a través del eje GSK-3/β-TrCP puede ser la responsable del estrés 
oxidativo que acompaña a estas situaciones. En estas circunstancias, los agentes 
quimiopreventivos que bloquean la actividad de Keap1 conduciendo a un incremento de 
los niveles de Nrf2, como el sulforafano, pueden favorecer la recuperación de la 
homeostasis redox.  
2 Caracterización del mecanismo molecular de degradación mediada por la vía de 
GSK-3/β-TrCP. 
Algunos factores de transcripción, incluyendo β-catenina y Snail, están sometidos 
a una regulación dual mediada por GSK-3 en la que la quinasa controla su localización 
subcelular y su degradación. GSK-3 actúa fosforilando estos factores de transcripción en 
un grupo de serinas, modulando así su distribución subcelular y su ubiquitinación 
mediada por el complejo SCF/β-TrCP (240). De acuerdo con los resultados presentados, 
GSK-3 regula la estabilidad de Nrf2 promoviendo su degradación por el complejo SCF/β-
TrCP. El dominio Neh6 de Nrf2 presenta una región conservada que contiene una 
secuencia consenso de reconocimiento por β-TrCP. Este motivo se caracteriza por la 
presencia de una secuencia DSG seguido de una isoleucina y una serina fosforilable. Esta 
secuencia DSGIS es idéntica a la que se ha encontrado en el receptor de eritropoyetina 
(EpoR) (147) y la proteína YAP (Yes-associated protein) (237).  
La mayoría de los sustratos de las CDLs (Cullin Dependent Ligases) han de ser 
modificados postraduccionalmente para ser reconocidos con alta afinidad por los 
complejos CDL. Ejemplos de ello son IkBα, HIF-1α, la ciclina D1 y β-catenina. IκBα es 
fosforilado por IKKβ permitiendo su reconocimiento por el complejo SCF. Bajo 
condiciones de normoxia, HIF-1α es hidroxilado en la Pro564, marcándolo para 
degradación por el complejo  Cul2–VHL–E3 ligasa (99). La ciclina D1 es fosforilada por 
ERK2 en la Thr286, promoviendo su degradación por el complejo Cul7–Fbw8–E3 ligasa 
(161). Por último, en ausencia de Wnt, GSK-3β fosforila β-catenina, aumentando así su 
afinidad por el complejo SCF, que induce su degradación (224). En este contexto, la 
degradación de Nrf2 mediada por el complejo Cul3/Keap1 es una excepción, puesto que 
Nrf2 se une a Keap1 sin necesidad de ser modificado previamente. En este caso, las 
modificaciones postraduccionales tanto de Keap1 en varias Cys, como de Nrf2 en la Ser40 
promueven el efecto contrario, es decir, la disociación del complejo. 
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Como se ha mostrado en la sección de Resultados, en el grupo de seis serinas del 
dominio Neh6 existe un dominio de fosforilación por GSK-3 que confiere inestabilidad a 
Nrf2, ya que las seis sustituciones de estas Ser por Ala suponen una pérdida de 
fosforilación por esta quinasa y un incremento de su vida media. La fosforilación de este 
dominio por GSK-3 provoca además un incremento de la asociación entre Nrf2 y β-TrCP, 
promoviendo una mayor ubiquitinación de Nrf2. Además, la versión Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 no 
se asocia con β-TrCP ni su patrón de ubiquitinación se modifica por GSK-3. Estos 
resultados indican que Nrf2 presenta en el dominio Neh6 un motivo de degradación 
mediada por GSK-3 y β-TrCP y que es independiente de Keap1. Utilizando un abordaje 
completamente diferente, el grupo del Dr Hayes (145) describió un dominio de 
degradación independiente de Keap1 entre los aminoácidos 329-339 del dominio Neh6 de 
Nrf2 que regula su estabilidad durante condiciones de estrés oxidativo, es decir, cuando la 
E3 ligasa Keap1 está inhibida. Sin embargo, esta región no fue señalada entonces como un 
dominio de reconocimiento por β-TrCP ni como una posible secuencia de fosforilación por 
GSK-3.  
La generación de proteínas de fusión de CFP-Neh2 o EGFP-Neh6 de Nrf2 nos 
permitió determinar que ambos dominios confieren inestabilidad a las proteínas 
fluorescentes y que actúan de manera independiente uno del otro. Estas quimeras podrían 
ser una herramienta importante para el desarrollo de fármacos selectivos para cada una 
de las vías de degradación de Nrf2, puesto que con estas proteínas podemos monitorizar 
cada vía por separado. Un abordaje similar fue realizado por Smirnova utilizando una 
quimera Neh2-luciferasa para analizar a tiempo real diferentes inhibidores de Keap1 
(196). Por otro lado, experimentos preliminares con estas proteínas de fusión indican su 
utilidad como inhibidores de Keap1 o de GSK-3/β-TrCP, puesto que desplazan Nrf2 
endógeno de las E3 ligasas respectivas, promoviendo su estabilización. 
Nrf2 contiene alrededor de 600 aminoácidos, según la especie, de los cuales 98 
son residuos de serina, treonina y tirosina. El hecho de que Nrf2 sea una proteína 
altamente inestable cuya vida media es muy corta y que además contenga varias 
secuencias fosforilables por GSK-3, complica la identificación de los residuos fosforilados. 
Hasta la fecha, los estudios por espectrometría de masas MALDI-TOF sólo han identificado 
varios sitios de fosforilación que parecen tener una implicación minoritaria en la 
regulación de Nrf2. En esta Tesis, para analizar la fosforilación por GSK-3 de la secuencia 
de seis serinas del dominio Neh6, empleamos un abordaje reduccionista que incorpora las 
siguientes estrategias: (i) la generación de una proteína de fusión denominada EYFP-
mNrf2(317-372), que contiene solamente los 56 aminoácidos de Nrf2 del dominio Neh6; (ii) la 
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mutagénesis dirigida sobre los residuos críticos del dominio Neh6; y (iii) el uso de geles de 
electroforesis bidimensional para incrementar la resolución entre la proteína fosforilada y 
no fosforilada. Esta aproximación nos permitió detectar dos filas de puntos diferentes 
electroforéticamente. La fila de puntos más baja, que corresponde a la de mayor movilidad 
electroforética, representa las modificaciones postraduccionales que son debidas a la 
proteína amarilla fluorescente y no a Nrf2, ya que se observó un patrón similar cuando se 
examinó la proteína EYFP. La línea de puntos con mayor masa molecular correlaciona con 
las fosforilaciones que ocurren dentro del dominio Neh6, ya que desaparecen cuando los 
lisados celulares son tratados con la fosfatasa λ. Verificamos además que estos puntos 
corresponden a la proteína fosforilada porque al añadir la quinasa activa GSK-3βΔ9, al 
menos aparecen dos puntos nuevos más ácidos en la misma fila que los puntos 
correspondientes a formas fosforiladas de EYFP-mNrf2(317-372)-V5. Por otro lado, la 
aparición de estos puntos de carácter más ácido coincide con la disminución de la 
intensidad de las formas fosforiladas de rangos más básicos indicando que GSK-3 aumenta 
el grado de fosforilación de EYFP-mNrf2(317-372)-V5. 
El análisis de las versiones mutadas de EYFP-mNrf2(317-372)-V5 por electroforesis 
bidimensional indica que las Ser342 y Ser347 que están situadas precediendo a residuos de 
Pro, están fosforiladas en ausencia de GSK-3, sugiriendo que Ser/Thr quinasas dirigidas a 
Pro podrían ser las encargadas de estas modificaciones. Estas serinas también se 
fosforilaron en presencia de GSK-3, sugiriendo que GSK-3 podría fosforilarlas sin 
necesidad de primado. Es interesante además que el mutante que carece de las Ser342 y 
Ser347 se fosforila aún por GSK-3, pero con un rendimiento mucho menor y generando un 
patrón de puntos distorsionado. Este resultado es consistente con el papel de GSK-3 en la 
fosforilación de las Ser335 y Ser338 dentro del dominio de degradación DpSGIpS. Asimismo, 
el hecho de que los puntos más abundantes en este mutante correspondan con los de la 
proteína no fosforilada sugieren que GSK-3 es más efectiva en la fosforilación de este 
dominio cuando las Ser342 y Ser347 han sido previamente fosforiladas. De hecho, GSK-3 
exhibe preferencia por los sustratos que han sido previamente fosforilados en la secuencia 
consenso (S/T)X(1-4)p(S/T), donde X es cualquier aminoácido y p(S/T) en un residuo de 
Ser o Thr que ha sido primeramente fosforilado por otras quinasas, llamadas primadoras 
(123). 
Los resultados presentados avalan que este dominio insensible al estado redox 
contiene un grupo de cuatro serinas (en ratón son las Ser335, Ser338, Ser342 y Ser347) que son 
fosforiladas por GSK-3 y que constituyen un fosfodominio de degradación por β-TrCP.  
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3 Análisis estructural del complejo Nrf2/β-TrCP. 
La espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear se ha convertido en los 
últimos años en una poderosa herramienta para la identificación de las interacciones 
proteína-proteína. Esta técnica se utiliza para comprender el modo de unión entre una 
molécula y su ligando, pero también para analizar posibles fármacos que pueden 
perturbar estas interacciones. Mediante la espectroscopía RMN se pueden detectar 
interacciones débiles y transitorias y posibles contactos atómicos entre las moléculas que 
forman las interacciones proteína-ligando.  
La estructura tridimensional del complejo β-TrCP/Skp1 unido a un péptido de β-
catenina fue determinada en primer lugar mediante estudios de cristalografía de rayos X 
(222). Posteriormente, el grupo del Dr. Bertho, mediante estudios de RMN, caracterizó la 
interacción entre el dominio WD40 de β-TrCP humano y un péptido de β-catenina que 
comprende el dominio de degradación por esta E3 ligasa (146). Este mismo grupo ha 
mapeado los sitios de unión a β-TrCP de otros ligandos suyos como Vpu, IκBα o ATF-4 (30, 
172-173). Estos ligandos comparten un motivo común DpSGX(1-4)pS, en el cual se requiere 
la fosforilación de estas serinas para la interacción con β-TrCP.  
Los estudios de espectroscopía de RMN indican que el dominio de degradación 
de Nrf2 posee un alto grado de estructuración con una conformación en giro que se 
encuentra también en otros sustratos de β-TrCP, como β-catenina o ATF4 (174). Nuestros 
datos sugieren que el motivo DpSGIpSLN adopta una estructura en  giro en el que las 
serinas fosforiladas pSer344 y pSer347 (pSer335 y pSer338 en Nrf2 murino) tienen un papel 
fundamental en la interacción con el dominio WD40 de β-TrCP. Sin embargo, las 
fosfoserinas adyacentes  pSer351 y pSer356 parecen no ser relevantes en la interacción. Esta 
interpretación es consistente con el hecho de que en otros sustratos de β-TrCP, GSK-3 
fosforila un grupo de serinas o treoninas sólo en la secuencia consenso DpSGX(1-4)pS, 
siendo entonces reconocida por β-TrCP a través del dominio WD40 (60, 195).  
Hemos comparado la interacción entre Nrf2/β-TrCP con la descrita para β-
catenina/β-TrCP. El dominio de degradación en Nrf2 humano (343DpSGIpS347) es un 
residuo más corto que el de β-catenina (32DpSGIHpS37). A pesar de la similitud de la 
secuencia, este hecho cambia el patrón de las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas y 
los residuos implicados. Como se muestra en la superimposición de estructuras 
presentada en la Fig. 45A, la pSer344 del dominio de Nrf2 humano interacciona con β-TrCP 
en una posición idéntica a la que se ha descrito para la pSer33 de β-catenina humana. Sin 
embargo, las posiciones de los otros residuos incluyendo la pSer347 difieren. Así, la Ile35 de 
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β-catenina humana interacciona con el canal central hidrofóbico del dominio WD40 de β-
TrCP mientras que la Ile346 de Nrf2 humano interacciona con otro bolsillo hidrofóbico 
formado por la Phe523, la Tyr271 y la Arg521 de β-TrCP (Fig. 45B y C). La función de la Ile35 de 
β-catenina es asumida en Nrf2 humano por la Leu348 (Fig. 45B). Este residuo es esencial en 
la estabilización de la interacción entre la fosfoserina C-terminal pSer347 dentro del motivo 
WD40.  
Estas diferencias entre Nrf2 y β-catenina en la orientación y conformación de los 
residuos DpSGX(1-4)pS también se presentan en otros sustratos de β-TrCP caracterizados 
por RMN como son Vpu, IκBα o ATF-4. Dependiendo del número y de la naturaleza de los 
residuos X(1-4) estos péptidos presentan una disposición espacial diferente a la de β-
catenina, siendo el caso más extremo el de Vpu, donde debido a la carga negativa de la 
secuencia AEDpSGNEpSEGE, ninguno de estos residuos interacciona con el canal 
hidrofóbico de β-TrCP, sino que lo hace una Leu posicionada en el extremo N terminal del 
péptido. 
En nuestro modelo, tres son los determinantes estructurales fundamentales en la 
estabilización de la interacción entre Nrf2 con β-TrCP. En primer lugar, el grupo fosfato de 
la serina pSer344 de Nrf2, así como el de la pSer33 en el caso de β-catenina, forma enlaces de 
hidrógeno e interacciones iónicas con las Arg285 y Ser325 de β-TrCP. En segundo lugar, el 
residuo hidrofóbico cercano a la fosfoserina N-terminal, la Ile346, interacciona con el canal 
hidrofóbico formado por la Phe523, la Tyr271 y la Arg521 de β-TrCP. En tercer lugar, la 
interacción entre un residuo hidrofóbico con el canal central de β-TrCP (Leu348 en Nrf2 o 
Ile35 en β-catenina) debe ser preservada para permitir la estabilización de la fosfoserina C-
terminal pSer347 con la Arg431 o la Arg521 de β-TrCP. 
Como confirmación adicional a los datos de RMN, analizamos la asociación entre 
los mutantes de Nrf2 murino y de β-TrCP. Las mutaciones de las Ser335 y Ser338 de mNrf2 
(equivalentes a las Ser344 y Ser347 de hNrf2) fueron suficientes para perder la asociación 
con β-TrCP. Por su parte, la presencia de las Arg285, Arg474 y Arg521 del dominio WD40 de β-
TrCP es necesaria para la unión con β-TrCP ya que cuando fueron cambiadas a Glu, la 
asociación entre Nrf2 y β-TrCP disminuyó sustancialmente. Estas observaciones refuerzan 
nuestra interpretación de los datos de RMN que indicaban un papel relevante de estos tres 
residuos en la estabilización de la estructura: la Arg285 con la pSer344; la Arg474 con la Gly345 
y con la Ile346; la Arg521 con la Ile346 y posiblemente con la pSer347. 
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Figure 45. Comparison of the docked structure of Nrf2 with the crystal structure of the complex β-
TrCP/β-catenin peptide. A, Superimposition of human Nrf2 (green) and human β-catenin (orange) in the 
best docking structures of the complexes with β-TrCP (PDB ID code 1P22). B, Amino acids of β-TrCP that 
participate in hydrophobic interactions with Nrf2 are shown in black letters. The hydrophobic cluster in red 
surface, located at the entrance of the central channel of β-TrCP, interacts with the side chain of Leu348 shown 
in green dots surface. The hydrophobic cluster in yellow surface interacts with the side chain of Ile346 shown 
in green dots surface. C, Amino acids of β-TrCP that participate in hydrophobic interactions with β-catenin 
are shown in black letters. The hydrophobic cluster in red surface, located at the entrance of the central 
channel of β-TrCP, interacts with the side chain of Ileu35 of β-catenin shown in blue dots surface. 
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Diversos estudios demuestran que β-TrCP regula negativamente el crecimiento 
celular y la movilidad de células tumorales en cáncer de pulmón, de mama o gástrico (82, 
117, 206) ya que su inactivación provoca un incremento de los niveles de sustratos como 
Cdc25A o β-catenina. El grupo del Dr. Park ha analizado 95 muestras de pacientes con 
cánceres gástricos y ha encontrado 5 mutaciones (5.3 %) en β-TrCP: A99V, C206Y, G260E, 
H342Y y H425Y. Las tres últimas se encuentran en torno o sobre el dominio WD40 
(G260E, a 5 aminoácidos del WD1, H342Y en WD2 y H425Y en WD4), responsable de la 
unión de los sustratos (117). Considerando que estas mutaciones imposibilitan la 
degradación de sus sustratos promoviendo el desarrollo tumoral, planteamos la 
posibilidad de que el incremento de los niveles de Nrf2 en estos tipos de cáncer pueda 
estar relacionado con la presencia de mutaciones en β-TrCP en los residuos que participan 
en la interacción con Nrf2, que hemos descrito con detalle en esta Tesis. 
4 Relevancia funcional de la regulación de Nrf2 por el eje GSK-3/β-TrCP. 
La relevancia funcional del control de Nrf2 por GSK-3/β-TrCP fue analizada in 
vivo utilizando ratones que presentan un deleción condicional de GSK-3β en neuronas. 
Observamos que la vía de degradación mediada por GSK-3β/β-TrCP es necesaria para 
mantener niveles bajos de Nrf2 y de los genes de fase II. Los ratones con depleción 
condicional de GSK-3β mostraron niveles aumentados de GSH y disminuidos de GSSG en 
sus hipocampos, indicando que estos ratones presentan niveles basales menores de estrés 
oxidativo en comparación con los ratones control. Por otra parte, los animales deficientes 
en GSK-3β en neuronas de hipocampo tienen niveles más bajos de proteínas carboniladas 
y de lípidos peroxidados. Estos resultados demuestran la importancia de la regulación de 
Nrf2 por GSK-3β, ya que en su ausencia estos ratones presentan una respuesta 
antioxidante aumentada. 
Además hemos analizado la relevancia de la regulación de Nrf2 en el contexto de 
estrés oxidativo inducido por kainato. Utilizando ratones deficientes en Nrf2, observamos 
que Nrf2 promueve una respuesta antioxidante frente a la excitotoxicidad provocada por 
kainato, ya que estos ratones mostraron niveles superiores de producción de ROS y 
muerte celular en comparación con los ratones silvestres. En concordancia con estos 
resultados, el grupo del Dr. Johnson ha descrito que el tratamiento con kainato provoca 
ataques epilépticos más prolongados en los ratones Nrf2-/- que en los controles y mayor 
astrogliosis y microgliosis en los hipocampos de estos animales (125). Sin embargo, a 
pesar de que Nrf2 promueve una respuesta funcional frente a kainato, numerosas 
neuronas aún sucumben a este insulto excitotóxico. Este hecho indica que la activación  
DISCUSIÓN 
161 | P á g i n a  
 
del eje Nrf2/HO-1 es fundamental para aumentar la respuesta antioxidante y mitigar el 
efecto del estrés oxidativo. Las protoporfirinas de cobalto y estaño han sido utilizadas para 
modular los niveles de HO-1 directamente en tejido periférico. Sin embargo, estos 
compuestos no atraviesan la barrera hematoencefálica eficientemente (139). Es por ello 
que en esta Tesis nos hemos centrado en activar farmacológicamente Nrf2 inhibiendo las 
dos vías de degradación de Nrf2, Keap1 y GSK-3/β-TrCP, con SFN y litio, en un modelo de 
estrés oxidativo inducido por kainato. El SFN, que atraviesa la barrera hematoencefálica, 
ha sido utilizando en varios modelos in vivo de inflamación y enfermedad de Parkinson, 
demostrando que es capaz de activar la respuesta antioxidante a través de Nrf2 (92-93, 
104). Con respecto a GSK-3, el grupo del Dr. Cuadrado demostró que la sobreexpresión de 
GSK-3 sensibilizaba a células de neuroblastoma N2A frente a daño oxidativo generado por 
H2O2 (180) y el grupo del Dr. Pallas describió que una exposición prolongada a kainato 
conduce a la desregulación de ERK y Akt, a la activación de GSK-3 y al incremento de los 
niveles de caspasa-3 (33). Además, varios estudios han mostrado que GSK-3 es un 
componente molecular importante en el destino de las neuronas de hipocampo y que su 
inhibición con litio tiene un efecto neuroprotector (69, 151, 159, 166, 199, 230). 
Finalmente, evidencias indirectas indicando que GSK-3 está hiperactivada en condiciones 
excitotóxicas han sido obtenidas de biopsias de pacientes con epilepsia refractaria donde 
las neuronas displásicas exhibieron alta expresión de GSK-3β (32) y niveles aumentados 
de tau fosforilado por GSK-3 (191).  
La combinación de ambos tratamientos, SFN y litio, en cultivos celulares de N2A, 
supuso una mayor inducción de Nrf2 y HO-1 en comparación con cada tratamiento por 
separado. En el modelo de excitotoxicidad mediada por kainato, las secciones de 
hipocampo pre-tratadas con litio o SFN exhibieron niveles más bajos de ROS y muerte 
celular que los hipocampos tratados únicamente con kainato. Como se puede observar en 
la Fig. 41, la contribución del litio parece ser más significativa en esta cooperación, ya que 
por sí sólo produjo una reducción más drástica de estos parámetros en comparación con la 
inducida por el SFN. Este hecho puede deberse a las condiciones experimentales utilizadas 
en estos ensayos. En este contexto, el litio se añadió sobre las secciones de hipocampo 
resultando en una inhibición directa de GSK-3, cuyo efecto se pudo detectar tras sólo 2 h 
de incubación con kainato. Sin embargo, es muy posible que este tiempo sea muy corto 
para que el SFN promueva una fuerte respuesta antioxidante comparable a la del litio tras 
la exposición a kainato. Por último, cuando se combinaron ambos tratamientos, las 
secciones de hipocampo mostraron niveles menores de ROS y de muerte celular que los 
hipocampos controles, demostrando nuevamente la importancia de ambos mecanismos de 
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degradación de Nrf2 dependientes de Keap1 y GSK-3 en la modulación de la respuesta 
antioxidante frente a excitotoxicidad mediada por kainato. 
5 Observaciones finales y perspectivas futuras. 
Hasta la fecha, la principal estrategia farmacológica para activar la respuesta 
antioxidante mediada por Nrf2 estaba basada en la modificación de las cisteínas reactivas 
de la E3 ligasa Keap1 para impedir la degradación de Nrf2. Sin embargo, en esta Tesis 
hemos demostrado que existe un mecanismo de degradación alternativo de Nrf2 que es 
dependiente de la quinasa GSK-3 y de la E3 ligasa β-TrCP. Esta E3 ligasa también regula 
otros sustratos como Snail, IκBα, IκBβ, IκKε, WEE1, CDC25A, CDC25B, β-catenina, PDC4, 
REST, ATF4, PRL-R, IFNR, p63, GHR, Bora, STAT1, Gli2, Gli3 y Xom (1, 63, 108, 127, 163-
164, 214-215, 240-241). Teniendo en cuenta que la mayoría de estas proteínas están 
implicadas en proliferación celular, la siguiente cuestión será analizar si la actividad de 
Nrf2 está regulada por señales proliferativas a través del eje GSK-3/β-TrCP. En este 
contexto, GSK-3 estaría inhibida por varias quinasas durante la proliferación celular, 
provocando una regulación positiva de Nrf2, que supondría un mecanismo de protección 
frente a las especies reactivas de oxígeno que se generan durante la progresión del ciclo 
celular.   
Asimismo, hemos demostrado en un modelo de excitotoxicidad neuronal 
inducida por kainato que para alcanzar una mayor respuesta antioxidante es necesaria la 
inhibición coordinada de las dos vías de degradación de Nrf2 mediadas por Keap1 y GSK-
3/β-TrCP. Paralelamente a nuestro estudio, el grupo de la Dra. Bruno analizó el papel de 
GSK-3 en un modelo de excitotoxicidad mediada por kainato a través de la inhibición de la 
vía canónica de Wnt (25, 27). Cuando esta vía esta inhibida, β-catenina es fosforilada 
primero por CKI, y, a continuación, por GSK-3, en un complejo formado por APC, axina, β-
catenina y GSK-3. Esta fosforilación es reconocida por el complejo SCF/β-TrCP, 
provocando su degradación. En presencia de Wnt, se inhibe la actividad de GSK-3 y β-
catenina no puede ser fosforilada, resultando en su estabilización y su translocación al 
núcleo, donde el complejo β-catenina/TCF/LEF promueve la transcripción de los genes 
Wnt: c-myc, ciclina D1, DKK1, axina 2, LEF, entre otros. En estos trabajos de la Dra. Bruno 
se muestra que la inhibición de la vía canónica con un antagonista de Wnt, es decir la 
activación de GSK-3, está asociada con un incremento de la muerte neuronal y del número 
de ataques epilépticos causados por el tratamiento con kainato. Estos efectos fueron 
suprimidos cuando los animales se trataron con litio. Considerando que la vía canónica de 
Wnt puede modular la actividad de GSK-3 para sensibilizar a las neuronas frente a daño 
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oxidativo y teniendo en cuenta los resultados mostrados en esta Tesis, proponemos la 
posibilidad de que la activación de la vía canónica de Wnt promueva un efecto protector 
frente a estrés oxidativo mediado por Nrf2.  
En conjunto, los resultados presentados en esta Tesis Doctoral describen un 
nuevo mecanismo de regulación de Nrf2 mediado por GSK-3/β-TrCP que actúa coordinado 
con la vía clásica de Keap1. Esta nueva vía sitúa a GSK-3 como un interruptor molecular de 
apagado de la defensa antioxidante y aporta una nueva diana farmacológica para potenciar 
la respuesta antioxidante en diferentes escenarios fisiológicos y patológicos. 
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Conclusions 
1. Nrf2 is regulated through two independent degradation pathways mediated by 
Keap1 and by the GSK-3/β-TrCP axis. 
2. GSK-3 functions as an integrator of PI3K/Akt and MAPK signaling pathways 
controlling the levels of Nrf2 in response to bifunctional inducers such as NDGA. 
3. Pharmacological regulation of Nrf2 through both Keap1 and GSK-3 inhibition 
promotes a higher increase of the antioxidant response that those compounds that 
target either one of those mechanisms. 
4. Nrf2 is phosphorylated by GSK-3 within the Neh6 domain, promoting its 
degradation via the SCF/β-TrCP complex. 
5. The DSGIS motif of Nrf2 is essential for the interaction with the WD40 domain of β-
TrCP. 
6. Mice with hippocampal absence of GSK-3β in neurons exhibit increased levels of 
Nrf2 and phase II gene products as well as increased levels of reduced glutathione 
and lower levels of malondialdehyde and carbonylated proteins. 
7. Combination of lithium and SFN induced an increase of Nrf2 and its target genes 
and prevented excitotoxic neuronal death mediated by kainate in hippocampal 
slices. 
8. This Thesis demonstrates the therapeutic value of GSK-3 as new pharmacological 
targets to potentiate the Nrf2 antioxidant response in different physiological and 
pathological scenarios.  
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Conclusiones 
1. Nrf2 se regula a través de dos vías de degradación independientes mediadas por 
Keap1 y por el eje GSK-3/β-TrCP. 
2. GSK-3 actúa como un integrador de las vías de señalización de  PI3K/Akt y de MAP 
quinasas controlando los niveles de Nrf2 en respuesta a inductors bifuncionales 
como el NDGA. 
3. La regulación farmacológica de Nrf2 a través de la inhibición combinada de Keap1 
y GSK-3 promueve un incremento mayor de la actividad antioxidante. 
4. GSK-3 fosforila a Nrf2 en su dominio Neh6, provocando su degradacion a través del 
complejo SCF/β-TrCP. 
5. El motivo DSGIS de Nrf2 es esencial para su interacción con el dominio WD40 de β-
TrCP. 
6. Los hipocampos de ratones deficientes en GSK-3β en neuronas exhiben niveles 
aumentados de Nrf2 y de enzimas de fase II así como niveles incrementados de 
glutatión reducido y niveles disminuidos de malondialdehído y proteínas 
carboniladas. 
7. La combinación del litio y sulforafano (SFN) induce un increment de Nrf2 y de sus 
genes diana protegiendo frente a muerte neuronal excitotóxica inducida por 
kainato en secciones de hipocampo. 
8. Esta Tesis Doctoral demuestra el valor terapéutico de GSK-3 como una nueva 
Diana farmacológica para potenciar la respuesta antioxidante mediada por Nrf2 en 
diferentes contextos fisiológicos y patológicos. 
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Oxidative stressglutamate receptors may underlay the pathology of several neurologic diseases.
Considering that oxidative stress is central to excitotoxic damage, in this study we sought to analyze if the
transcription factor Nrf2, guardian of redox homeostasis, might be targeted to prevent kainate-induced
neuron death. Hippocampal slices from Nrf2 knockout mice exhibited increased oxidative stress and cell
death compared to those of control mice in response to kainate, as determined with the redox sensitive
probes 2,7-dichlorodihydroﬂuorescein diacetate (H2DCFAC) and propidium iodide and lactate dehydrogenase
release, respectively, therefore demonstrating a role of Nrf2 in antioxidant protection against excitotoxicity.
In the hippocampus of mice intraperitoneally injected with kainate we observed a rapid activation of Akt,
inhibition of GSK-3β and translocation of Nrf2 to the nucleus, but after 4 h Akt was inactive, GSK-3β was
active and Nrf2 was mostly cytosolic, therefore extending our previous studies which indicate that GSK-3β
excludes Nrf2 from the nucleus. Lithium, a GSK-3β inhibitor, promoted Nrf2 transcriptional activity towards
an Antioxidant-Response-Element (ARE) luciferase reporter and cooperated with sulforaphane (SFN) to
induce this reporter and to increase the protein levels of heme oxygenase-1 (HO-1), coded by a represen-
tative ARE-containing gene. Conversely, ARE activation by SFN was attenuated by over-expression of active
GSK-3β. Finally, combined treatment with SFN and lithium attenuated oxidative stress and cell death in
kainate-treated hippocampal slices of wild type mice but not Nrf2 null littermates. Our ﬁndings identify the
axis GSK-3β/Nrf2 as a pharmacological target in prevention of excitotoxic neuronal death.
© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.IntroductionKainic acid has been frequently used to analyze the mechanisms of
neuronal death induced by excitotoxicity. This compound efﬁciently
crosses the blood brain barrier and promotes hippocampal alterations
that resemble those of human temporal lobe epilepsy, including
seizure and neuronal CA3 loss (Ben-Ari, 1981). Kainate-induced alter-
ations are produced by the activation of non-NMDA glutamate recep-
tors in the presynaptic neuron, followed by endogenous glutamate
release (Ferkany et al., 1982), activation of postsynaptic voltage
dependent channels (Garthwaite and Garthwaite, 1986) and calcium
entry (Nicholls and Budd, 1998; Fujikawa, 2000; Liu et al., 2001).
Central to kainate-induced neurotoxicity is the massive generation
of reactive oxygen species (ROS) leading to apoptotic and necrotic cell
death (Dykens et al., 1987; Puttfarcken et al., 1993; Schulz et al., 1995)., Facultad de Medicina, UAM,
1 585 4401.
ado).
l rights reserved.Neurons submitted to kainate up-regulate the expression of antiox-
idant phase II enzymes such as heme oxygenase-1 (HO-1), NAD(P)H:
quinone oxidoreductase-1 (NQO1) or metallothionein in an effort to
maintain redox homeostasis (Emerson et al., 2000; Stringer et al.,
2004; Huang et al., 2005; Kraft et al., 2006). Indeed, mice deﬁcient in
NQO1 or metallothionein are more sensitive to kainate than control
mice (Carrasco et al., 2000) and rats submitted to Sn-protoporphyrin,
a heme oxygenase inhibitor, display exacerbated kainate neurotoxi-
city. Kainate also promotes iron and bilirubin release in hippocampus
(Huang et al., 2005). Altogether, these evidences highlight the relevant
function of antioxidant phase II defense in this epileptic model.
Antioxidant phase II genes are regulated through the Antioxidant-
Response-Elements (ARE) by the transcription factor NF-E2-related
factor 2 (Nrf2) (Kensler et al., 2007). Nrf2 is regulated by mechanisms
that include protein stability and subcellular localization (Katsuoka
et al., 2005). Protein stability is dependent on the interaction of Nrf2
with the BTB-Kelch protein Keap1 that promotes Nrf2 degradation by
the proteasome (Lo et al., 2006; Tong et al., 2006). Physiological or
pharmacological stimuli, including the aliphatic isothiocyanate sulfo-
raphane (SFN), promote the dissociation of the Nrf2–Keap1 complex
Fig. 1. Nrf2 null mice exhibit exacerbated sensibility to kainate-induced hippocampal
damage. (A) 200 μM thick hippocampal slices were pre-incubated for 15 min with the
redox sensitive probe H2DCFDA (100 μM) and then submitted to 500 μM kainate or
2 mM H2O2 for 2 h. During the last 5 min slices were also submitted to PI (1 mg/ml) to
detect dead cells and Hoestch 33342 (1 mg/ml) to visualize all nuclei (see Experimental
methods). (B and C) Densitometric quantiﬁcation of H2DCFDA and PI ﬂuorescence in
hippocampal slices fromwild type and Nrf2 knockout mice. PI ﬂuorescence values were
normalized with Hoescht levels. (D) Analysis of cell death by quantiﬁcation of extra-
cellular LDH activity in slices treated under the same conditions as in A. Values are the
mean of three samples. Bars indicate standard deviation. Similar results were obtained
in three independent experiments.
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Kostova et al., 2002). On the other hand, Nrf2 exhibits a cytoplasmic/
nuclear shuttling cycle that is submitted to tight regulation (Lee et al.,
et al., 2007). In resting unstimulated cells, Nrf2 is located in the
cytosol but proper stimuli not only dissociate Nrf2 from Keap1 but
also promote its nuclear accumulation. Shutting down the Nrf2
response back to the resting state requires its nuclear exit and pro-
teasomal degradation.
The intracellular signalling events associated with kainate-induced
excitotoxicity are poorly understood but recent studies implicate
activation of the Ser/Thr protein kinase GSK-3β (Goodenough et al.,
2004; Busceti et al., 2007; Kim et al., 2007). Contrary to most sig-
nalling kinases, GSK-3β is active in unstimulated cells and sensitizes
cells to death-promoting insults. Growth factors and neurotrophins
activate signalling kinases, including Akt, ERK and PKC, which may
phosphorylate GSK-3β at Ser9 leading to its inactivation and
reinforcement of cell survival (Woodgett 1994; Cross et al., 1995).
Despite these evidences it is not known which and how GSK-3β
substrates participate in the activation of cell death programs. An
emerging possibility is that GSK-3β phosphorylates and inhibits
several transcription factors involved in vital metabolic processes
(Bijur et al., 2000; Bournat et al., 2000; Walton and Dragunow 2000;
Grimes and Jope 2001).
In previous studies, we have described a role of GSK-3β in the
nuclear exclusion and inactivation of Nrf2, resulting in sensitization
of neurons to oxidative damage. In fact, this may be one mech-
anism whereby GSK-3β is proapoptotic in neurons (Salazar et al.,
2006; Rojo et al., 2007). Consistent with this hypothesis, GSK-3β
inhibition by lithium prevents kainate-induced hippocampal damage
(Goodenough et al., 2004). On the other hand, kainate also induces
Nrf2 dependent-ARE activation suggesting an attempt to maintain
redox homeostasis (Ogita et al., 2004; Kraft et al., 2006).
Because antioxidant compounds attenuate kainate-induced
death (Dutrait et al., 1995; MacGregor et al., 1996; Tan et al., 1998;
Rong et al., 1999) it is important to determine if a reinforcement of
the Nrf2 antioxidant defense could aid in protection against excito-
toxicity. In this study we have analyzed the interference between
GSK-3β and Nrf2 in kainate-induced excitotoxicity. Our results indi-
cate that pharmacologic intervention on both targets might amelio-
rate excitotoxicity-induced oxidative stress and cell death found in
neurological disorders with evidence of oxidative damage to the
hippocampus such as Alzheimer's disease or epilepsy.
Results
Nrf2 knockout mice exhibit exacerbated ROS production and cell death in
response to kainate
First, we explored the role of Nrf2 in protection against kainate-
induced oxidative stress. Two hundred micron thick hippocampal
slices derived from wild type or Nrf2 knockout mice were pre-
incubated with the redox sensitive probe 2,7-dichlorodihydroﬂuor-
escein diacetate (H2DCFDA) (100 μM for 15 min). When this probe is
oxidized to ﬂuorescein it emits green ﬂuorescence and is widely used
as a sensor for oxidative stress (Martin et al., 2001). Then, the slices
were incubated with kainate (500 μM) or H2O2 (2 mM) for 2 h and
ﬁnally incubated with propidium iodide (PI) (1 mg/ml, for 5 min) that
accumulates in the nuclei of dead cells and emits orange ﬂuorescence.
Slices were also counterstained with Hoestch 33342 (1 mg/ml, added
at the same time as PI) to visualize all nuclei (not shown). As shown in
Fig. 1A, both H2O2 and kainate induced a signiﬁcant increase in
H2DCFDA ﬂuorescence that was more pronounced in the CA3 region
and dentate gyrus. PI ﬂuorescence increased in both kainate and
H2O2-treated slices indicating neuronal death. H2DCFDA staining
was more extended than that of PI staining, particularly for kainate-
treated hippocampi, suggesting that kainate-induced-cell death is
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tiﬁcation of ﬂuorescence density in slices from wild type mice
indicated only a subtle increase in H2DCFDA and PI ﬂuorescence in
the presence of kainate under these conditions. By contrast, slices
from Nrf2 null mice exhibited 2-fold (H2DCFDA) and 4-fold (PI) ﬂuo-
rescence increase. As an additional means to analyze kainate-induced
cell death in hippocampus, we also measured LDH activity released to
the medium, which is an indication of the loss of cell membrane
integrity and cell death. We found that the basal LDH activity released
to the medium by hippocampal slices submitted to kainate (500 μM)
increased by 2.7- and 3.5-fold in wild type and Nrf2-defﬁcient mice
respectively (Fig. 1D). These results indicate that Nrf2 participates in
prevention of both oxidative stress and cell death in response to
kainate-induced excitotoxicity in the hippocampus.
Time-dependent effects of kainate on regulation of Akt and GSK-3β
kinases and on Nrf2 subcellular localization
Mice were injected intraperitoneally with 30 mg/kg kainate and
hippocampal protein extracts were analyzed at different time intervals
with phospho-speciﬁc antibodies which recognize active Akt, phos-
phorylated at S473, and inactive GSK-3β, phosphorylated at S9, as
shown in Fig. 2A. In the untreated hippocampus, we found a basal level
of Akt and GSK-3β phosphorylation indicating that both kinases are
partially active and inactive, respectively. However, in mice injected
with kainate, we found a rapid phosphorylation/activation of Akt and
phosphorylation/inhibition of GSK-3β at 15 min, which returned backFig. 2. Kainate alters Akt/GSK-3β phosphorylation and Nrf2 subcellular localization in
hippocampus. (A) Mice were injected i.p. with 30 mg/kg kainic acid and hippocampus
protein extracts were obtained at 15 min and 4 h. Upper panels, immunoblots showing
active Akt phosphorylated at Ser473 (P-Akt(S473)) and total Akt (Akt). Lower panels,
Immunoblots showing inactive GSK-3β phosphorylated at Ser9 (P-GSK-3β(S9)) and
total GSK-3β (GSK-3β). (B) Analysis of Nrf2 subcellular localization in cell fractionation
assays of hippocampal protein extracts obtained from mice treated like in A. Upper
panels, 50 μg of cytosolic and nuclear protein fractions were immunoblotted with anti-
Nrf2 antibodies. Middle panels, same blots immunoblotted with antibodies against
p110-phosphatidylinositol 3 kinase-α (PI3K) as a loading control for cytosolic fractions.
Lower panel, same blots immunoblottedwith antibodies against the transcription factor
Sp1 (Sp1) as a loading control for nuclear fractions. (C and D), desitometric
quantiﬁcation of P-Akt(S473) and P-GSK-3β(S9) levels normalized by total amounts of
Akt and GSK-3β, respectively. (E) Densitometric estimation of the nuclear/cytosolic ratio
of Nrf2 levels normalized by Sp1 (nuclear fraction) and PI3K (cytosolic fraction).to basal levels by 4 h treatment. Then, we analyzed the subcellular
distribution of Nrf2 in response to kainate (Fig. 2B). In untreated mice,
Nrf2wasmostly cytosolic in hippocampus. However, after 15min from
kainate injection, we found Nrf2 partially translocated to the nucleus.
After 4 h, when Akt and GSK-3βwere returning to basal activities, Nrf2
was relocating back to the cytosol. Therefore, these results indicate that
kainate inversely inﬂuences Akt/GSK-3β kinases and promotes a
parallel change inNrf2 subcellular localization inmouse hippocampus.
GSK-3β inhibits the transcriptional activity of Nrf2
Previously, we have described that GSK-3β inhibits Nrf2 by pro-
moting its cytosolic accumulation (Salazar et al., 2006). To determine
the relevance of GSK-3β in the activation of endogenous Nrf2, we
analyzed the regulation of the luciferase reporter ARE-LUC which
contains three AREs in tandem regulating luciferase expression. We
transfected N2A neuroblasts with ARE-LUC or pGL3basic as a control
and with empty vector or GSK-3β-Δ9 expression vector. GSK-3β-Δ9
lacks the ﬁrst 9 aminoterminal residues and is constitutively active
(Salazar et al., 2006). After transfection, cells were submitted to SFN
(3 μM and 10 μM) for 16 h. SFN induced a dose-dependent increase in
ARE activity, as expected from its widely documented effect on
Nrf2 up-regulation, but GSK-3β-Δ9 expression strongly reduced this
activation (Fig. 3A). Then, we tested if inhibition of GSK-3β with
lithium (EC50 2 mM) or with the thiadiazolidinone TDZD8 (EC50 2 μM)
might cooperate in Nrf2 activation. N2A cells, transfected with
ARE-LUC or pGL3basic vector as a control, were placed in low-serum
medium (0.5% fetal calf serum) for 16 h, a condition that ensures high
activity of endogenous GSK-3β (data not shown). Then, cells were
pre-incubated without or with 10 mM lithium (from LiCl) or 30 μM
TDZD8 for 30 min and then submitted to sulforaphane (3 μM) or
tert-butylhydroquinone (tBHQ) (2 μM) for 16 h. These concentrations
were chosen to yield a partial induction that could allow us to detect
cooperation with lithium. As shown in Fig. 3B, SNF and tBHQ induced
at these doses a less than 2-fold induction. Lithium alone also pro-
duced a modest 2-fold induction of the ARE reporter, consistent with
the release of Nrf2 from the GSK-3β constrain. More importantly,
lithium and TDZD8 cooperated with both SFN and tBHQ in the activa-
tion of this reporter to yield about a 4-fold induction. In additional
experiments, we analyzed HO-1 protein levels as an indicator of the
phase II genes regulated by Nrf2. N2A neuroblasts were placed in low-
serum medium, pre-incubated without or with 10 mM LiCl or 30 μM
TDZD8 for 30 min and then submitted to 3 or 10 μM SFN for 16 h. As
shown in Fig. 3C, SFN induced a dose-dependent increase in HO-1
protein levels that was maximal at 10 mM. Lithium or TDZD8 alone
induced a small increase in HO-1 protein. Moreover, the combined
treatment with SNF and lithium resulted in a HO-1 increase over that
of SFN alone that was already maximal at 3 μM SFN. Taken together,
these results indicate that GSK-3β reduces the efﬁciency of Nrf2
inducers SFN and tBHQ and suggest that pharmacological up-
regulation of the Nrf2 pathway should be more efﬁcient in the pres-
ence of a GSK-3β inhibitor such as lithium.
SFN protects against oxidative stress and cell death in hippocampi from
wild type but not Nrf2-defﬁcient mice
In view of the interference between SNF and GSK-3β in induction
of the Nrf2 response, we designed experiments to determine if the
pharmacological activation of Nrf2 by SFN and lithium might exert a
protective effect against kainate-induced excitotoxicity. First, we
analyzed the effect of SFN alone in wild type and Nrf2-null mice.
Animals received two intraperitoneal injections of 50 mg/kg SFN (or
saline) separated by 8 h. Under these conditions we have observed a
signiﬁcant delivery of SFN to the brain that results in increased HO-1
protein levels in wild type mice but not in Nrf2-knockout littermates
(data not shown). Then, hippocampal slices were prepared as
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As shown in Figs. 4A and B, kainate-treated animals exhibited a 3-fold
increase of H2DCFDA and a 1.5-fold increase PI ﬂuorescence,
respectively, compared to saline-injected animals. Moreover, SFN
reduced signiﬁcantly both H2DCFDA and PI staining. By contrast,
when we analyzed the protective effect of SFN on kainate-treated
Nrf2-deﬁcient mice, we found that SFN decreased ROS and cell death
levels only in the wild type animals but not in knockout mice. These
results indicate that Nrf2 function is necessary to promote SFN pro-
tection against kainate-induced damage.Fig. 4. SFN attenuates kainate-induced ROS production and cell death in hippocampus.
(A) Densitometric quantiﬁcation H2DCFDA ﬂuorescence in hippocampal slices. One day
before dissection of hippocampi, wild type or Nrf2 knockout animals received two
intraperitoneal injections of SFN (50mg/kg) or saline separated 8 h from each other. The
slices were pretreated with 100 μM H2DCFDA for 15 min, and challenged with 500 μM
kainate for 2 h. (B) Densitometric quantiﬁcation of PI ﬂuorescence in hippocampal
slices. Slices obtained as described in A were also submitted to a last 5 min incubation
with PI (1mg/ml) and Hoestch (1mg/ml) to detect dead cells and total cells respectively.
Fluorescence density obtained with PI was normalized by the ﬂuorescent density
obtained with Hoestch. Values are the mean of three samples. Bars indicate standard
deviation. Similar results were obtained in three independent experiments.SFN and lithium mitigate hippocampal damage induced by kainate
Then we analyzed the effect of a combined treatment with SFN
and lithium. Hippocampal slices from mice that had received two
intraperitoneal injections of 50 mg/kg SFN (or saline) separated by 8 h
were pretreated with the ﬂuorescence probe H2DCFDA for 15 min and
with 10 mM LiCl for 1 h, then with 500 μM kainate for 2 h, andFig. 3.Modulation of Nrf2 transcriptional activity by GSK-3β. (A) SFN induction of AREs
is attenuated by GSK-3β-Δ9 expression. N2A neuroblasts were transfected with
ARE-LUC or pGL3basic control vector and either empty vector or GSK-3β-Δ9 expres-
sion vector. After transfection cells were treated with the indicated SFN concentrations
for 16 h and then analyzed for luciferase activity. (B) Lithium and TDZD8 enhance
the activation of ARE-LUC by SFN and tBHQ. N2A neuroblasts were transfected with
ARE- LUC or pGL3basic as control vector, pre-incubated for 30 min with 10 mM LiCl or
30 μM TDZD8 and then supplemented with 3 μM SFN or 2 μM tBHQ for 16 h. (C) Lithium
and TDZD8 cooperate with SFN to elevate HO-1 protein levels. N2A neuroblasts were
placed in low-serum medium and pretreated with or without 10 mM LiCl or 30 μM
TDZD8 and incubated with 3 μM sulforaphane during 16 h. Upper panel, immunoblot
showing HO-1 protein levels. Lower panel, immunoblot showing similar amount of β-
actin levels per lane. For A and C luciferase activity is represented relative to the values
of the same experiment conducted on the promoterless pGL3basic luciferase control
plasmid. Values are themean of three samples. Bars indicate standard deviation. Similar
results were obtained in three independent experiments.
Fig. 5. SFN combined with lithium ameliorated kainate-induced ROS production and
cell death in hippocampus. (A) Densitometric quantiﬁcation H2DCFDA ﬂuorescence in
hippocampal slices. One day before dissection of hippocampi animals received two
intraperitoneal injections of SFN (50mg/kg) or saline separated 8 h from each other. The
slices were pretreated with 100 μM H2DCFDA for 15 min, pre-incubated or not with
10 mM LiCl during 1 h and challenged with 500 μM kainate for 2 h. (B) Densitometric
quantiﬁcation of PI ﬂuorescence in hippocampal slices. Slices obtained as described in A
were also submitted to a last 5min incubationwith PI (1 mg/ml) and Hoescht (1 mg/ml)
to detect dead cells and total cells respectively. Fluorescent density obtained with PI was
normalized by the ﬂuorescent density obtained with Hoestch. Values are the mean of
three samples. Bars indicate standard deviation. Similar results were obtained in three
independent experiments.
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3-fold increase of H2DCFDA ﬂuorescence that was partially prevented
by SFN. But more importantly, lithium also diminished the ROS levels
and the combination of SFNwith lithiumwas themost effective in ROS
reduction yielding a H2DCFDA ﬂuorescence similar to that of kainate-
untreated slices. Regarding cell death, as shown in Fig. 5B, SFN
produced a signiﬁcant reduction in PI staining. Lithium alone pro-
moted a drastic reduction of kainate-induced cell death to basal levels
(see Discussion) and the combination of SFN and lithium was more
efﬁcient than any of the compounds alone reducing cell death even
below basal levels caused by slice manipulation. Taken together, these
results indicate that SFN and lithium cooperate in protection of
hippocampus against kainate-induced oxidative stress and cell death.
Discussion
In this study, we analyzed the regulation of Nrf2 by GSK-3β in the
context of kainate-induced oxidative stress. Using Nrf2-null mice, we
found that Nrf2 organizes an antioxidant response to kainate-induced
excitotoxicity because these mice exhibited higher levels of hippo-
campal ROS production and cell death than the control wild typelittermates. In agreement with these results, Johnson's group has
described that kainate induced more prolonged and fatal seizures in
Nrf2 null than in wild type mice, accompanied with elevated hippo-
campal astrogliosis and microgliosis (Kraft et al., 2006).
It is however a fact that numerous neurons succumb to the
excitotoxic insult despite having a functional Nrf2 response. This
raises the question to whether Nrf2 could be pharmacologically
up-regulated to maximal capacity by compounds such as SFN to
provide a stronger protection (Mattson and Cheng 2006). An obsta-
cle to achieve this goal is the existence of naturally occurring
negative regulatory loops that reduce the therapeutic beneﬁt of
these compounds. A critical protein kinase involved in such negative
feedback mechanism is GSK-3β. In this study, we found that fol-
lowing kainate treatment there was a short-term inhibition of GSK-
3β which correlated with Nrf2 nuclear localization and we interpret
this as an attempt to maintain redox homeostasis. However, a more
prolonged kainate treatment led to GSK-3β dephosphorylation/
activation and a reduced amount of Nrf2 nuclear levels. These ob-
servations suggest that long-term oxidative stress leads to GSK-3β
activation and to the down-regulation of Nrf2 antioxidant regulated
genes, therefore limiting the antioxidant cell capacity. Accordingly, in
a previous study we showed that GSK-3β over-expression sensitized
neuroblasts to oxidative stress induced by H2O2 (Rojo et al., 2007)
and Pallas' group described that long-term kainate treatment con-
duces to ERK and Akt deregulation, GSK-3β activation and elevated
caspase-3 levels (Crespo-Biel et al., 2007).
Different studies have shown that GSK-3β is an important
molecular component of hippocampal neuron fate and that its in-
hibition with lithium is neuroprotective (Phiel et al., 2003; Good-
enough et al., 2004; Su et al., 2004; Nakashima et al., 2005; Noble
et al., 2005; Yoshida et al., 2006). For instance, Busceti et al. described
higher levels of Dkk-1, an endogenous Wnt signaling inhibitor
(therefore an activator of GSK-3β), associated with seizures caused
by kainate treatment (Busceti et al., 2007). Finally, indirect proof that
GSK-3β is hyperactivated under excitotoxic conditions is provided by
biopsies from patients with medically refractory epilepsy where
dysplastic neurons exhibit increased GSK-3β expression (Cotter et al.,
1999) and augmented levels of tau phosphorylated by GSK-3β (Sen
et al., 2007).
The in vivo activation of the Nrf2/HO-1 pathway in the brain
may be an important strategy to mitigate the effects of oxidative
stress in neurodegenerative diseases. The use of protoporphyrins, Co-
protoporphyrins IX and Sn-protoporphyrins IX, have proven to be
excellent tools to respectively activate or inhibit HO-1 in peripheral
tissues with a reasonably low level of toxicity. However, this
approach has remained elusive for its use in brain because these
compounds do not pass the blood brain barrier efﬁciently (unpub-
lished observations and Marinissen et al., 2006). Other strategy
might be the pharmacological activation of Nrf2, which in addition
to activating HO-1 expression might provide additional protection
by up-regulating other phase II genes. To this end, we used SFN,
a compound found in cruciferous vegetables, which disrupts the
Nrf2/Keap1 interaction leading to Nrf2 stabilization and nuclear
localization and to expression of ARE-containing phase II genes (Juge
et al., 2007). In hippocampal slices we found that SFN prevents
oxidative stress and cell death induced by kainate. SFN protection
is at least in part mediated by Nrf2, because it did not occur in Nrf2-
defﬁcient mice. Sulforaphane activates this system through speciﬁc
modiﬁcations of the Keap1 protein, forming thionoacyl adducts on
Keap1 (Juge et al., 2007). It is not clear if other electrophilic com-
pounds or alkylating agents may have a similar role under
physiological conditions. One attractive candidate is 15-deoxy-Delta
(12,14)-prostaglandin J(2) (15d-PGJ(2)) (Kim and Surh, 2006). In
this molecule the cyclopentenone ring can act as a Michael reac-
tion acceptor and readily interact with cysteine thiol groups in
Keap1. Further investigation is required to identify additional
130 A.I. Rojo et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 39 (2008) 125–132molecules that participate in the physiological disruption of the Nrf2/
Keap1 complex.
GSK-3β inhibition led to elevated Nrf2 transcriptional activity.
Therefore, in the same experimental conditions we analyzed if
lithium could cooperate with SFN in induction of the Nrf2 response
and in protection against kainate-induced oxidative stress and cell
death. Hippocampi from mice submitted to lithium or SFN ex-
hibited lower levels of ROS generation and PI incorporation than
control animals. Surprisingly, lithium alone produced a drastic reduc-
tion of these parameters. While lithium must be inhibiting GSK-3β
leading to up-regulation of the Nrf2 response, it seems unlikely that
this is the only mechanism used in oxidant and cell death protection
because in the hippocampal slice setting, the incubation time used
(3 h as a whole) was probably too short to elicit a robust phase II two
response. In an attempt to circumvent this problem, we kept mice
under a lithium rich diet (up to 4 g lithium per kg chow) but plasma
levels of lithium did not exceed 1 mM (data not shown) which seems
too far below the levels required for efﬁcient GSK-3β inhibition (EC50
2 mM). We are now testing other potent and speciﬁc GSK-3β
inhibitors that might be delivered more efﬁciently into the brain.
Those compounds have yet to be found and characterized. In the
meantime the present study provides the proof of concept that com-
bined pharmacologic strategies aimed at increasing the Nrf2 response
and at inhibiting the GSK-3β-dependent feedback may provide efﬁ-
cient neuroprotection against excitotoxic damage.
Experimental methods
Cell culture and reagents
Mouse Neuro 2A (N2A) neuroblasts were grown in Dulbecco's
modiﬁed Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum
and 80 mg/ml gentamycin. Kainic acid, ter-butylhydroquinone and
H2O2 were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Lithium
chloridewas fromMERCK (Madrid, Spain). Sulforaphanewas provided
by LKT Laboratories (Minnesota, USA). TDZD8 was supplied by
Calbiochem (San Diego, USA).
Animals
Eight-week-old Nrf2 knockout mice and wild type littermates
were housed at 22 °C under a 12 h light–dark cycle. Food and water
was provided ad libitum. Animals were cared for according to a pro-
tocol approved by the Ethical Committee for Research of the
Universidad Autónoma de Madrid following institutional, Spanish
and European guidelines (Boletín Oﬁcial del Estado (BOE) of 18 March
1988; and 86⁄609⁄EEC, 2003⁄65⁄EC European Council Directives).
Plasmids
Expression vector pCGN-GSK-3β-Δ9 was provided by Dr. Akira
Kikuchi (Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Hiroshima
University, Japan). For luciferase assays, transient transfections of N2A
cells were performed with the expression vectors pGL3basic, ARE-LUC
(Dr. J. Alam, Department of Molecular Genetics, Ochsner Clinics Foun-
dation, New Orleans, LA).
Luciferase assays
N2A cells were seeded in 24-well plates (75,000 cells per well),
cultured for 16 h and transfected with TransFast reagent (Promega,
Madison, WI). 100 ng of ARE-LUC or pGL3basic vector and 900 ng of
empty vector or pCGN-GSK-3β-Δ9 were incubated with 3 μl of Trans-
fast reagent in 400 μl of DMEM medium during 15 min and added to
the cells. After 1 h the medium was supplemented with 400 μl of
DMEM with 20% fetal bovine serum and 160 mg/ml gentamycin.About 70% of the cells were efﬁciently transfected as we determined in
previous FACs assays using EGFP expression. After 24 h from
transfection, cells were lysed and assayed for luciferase activity with
the Luciferase Assay System (Promega). Relative light units were
measured in a BG1 Optocomp I, GEM Biomedical luminometer
(Sparks, NV).
Immunoblotting
The primary antibodies were: anti-Nrf2 (C-20) and anti-Sp1 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); anti-phospho-Akt (Ser473) (New
England Biolabs, Beverly, MA); anti-HO-1 (Chemicon, Temecula, CA);
anti-p110 phosphatidylinositol 3 kinase-α (PI3K) and anti-phospho-
GSK-3β (Ser9) (Cell Signaling Technology Inc., Lake Placid, NY). Cells
were washed once with cold PBS and lysed on ice with lysis buffer
(137 mM NaCl, 20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 1 mM phenylmethylsulfonyl
ﬂuoride, 20 mM NaF, 1 mM sodium pyrophosphate, 1 mM sodium
orthovanadate, 1% Nonidet P-40, 10% glycerol, and 1 μg/ml leupeptin).
Pre-cleared cell lysates were resolved in SDS-PAGE and transferred
to Immobilon-P membranes (Millipore, Billerica, MA). These mem-
branes were analyzed by using the primary antibodies indicated above
and appropriate peroxidase-conjugated secondary antibodies. Pro-
teins were detected by enhanced chemiluminescence (Pierce Bio-
technology, Rockford, IL).
Preparation of nuclear and cytosolic extracts
Cytosolic and nuclear fractions were prepared as previously
described (Rojo et al., 2004). Brieﬂy, the hippocampal tissue was
homogenized in three pellet volumes of cold buffer A (20 mM HEPES
pH 7.0, 0.15 mM EDTA, 0.015 mM EGTA, 10 mM KCl, 1 mM phenyl-
methylsulfonyl ﬂuoride, 20 mM NaF, 1 mM sodium pyrophosphate,
1 mM sodium orthovanadate, 1% Nonidet P-40, and 1 μg/ml leu-
peptin). Then, the homogenate was centrifuged at 500 g for 5 min. The
supernatant corresponding to the cytosolic fraction was resolved in
SDS-PAGE and blotted. The nuclear pellet was re-suspended in ﬁve
pellet volumes of cold buffer B (10 mM HEPES pH 8.0, 0.1 mM EDTA,
1 mM phenylmethylsulfonyl ﬂuoride, 20 mM NaF, 1 mM sodium
pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 25% glycerol, 0.1 M
NaCl, and 1 μg/ml leupeptin). After centrifugation in the same con-
ditions indicated above, the nuclei were re-suspended in two pellet
volumes of hypertonic cold buffer C (10 mM HEPES pH 8.0, 0.1 mM
EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl ﬂuoride, 20 mMNaF, 1 mM sodium
pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 25% glycerol, 0.4 M
NaCl, and 1 μg/ml leupeptin) andwere incubated for 30min at 4 °C in a
rotating wheel. Nuclear debris was removed by centrifugation at 900 g
for 20 min at 4 °C. The supernatant, corresponding to the nuclear
fraction, was resolved in SDS-PAGE and blotted. Blots were probed
with anti-Nrf2 (C20), anti-PI3K and anti-Sp1 antibodies.
Hippocampal slices and measurement of cell death
Mice were decapitated, and each brain was rapidly placed in ice-
cold Krebs-bicarbonate dissection buffer pH 7.4 (120 mM NaCl, 2 mM
KCl, 0.5 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 10 mM MgSO4, 1.18 mM KH2PO4,
11 mM glucose and 200 mM sucrose). All chamber solutions were
pre-bubbled with 95% O2/5% CO2 gas mixture, for at least 45 min
before slice immersion, to ensure O2 saturation. Hippocampi were
quickly dissected, glued down leaning vertically against agar blocks
in a small chamber, submerged in cold oxygenated dissection buffer
and sectioned in 200 μm thick transverse slices using a vibratome
(TS1000 Leica; Heidelberg, Germany). Cutting parameters were
0.5 mm/s, 60 Hz and 0.8 mm amplitude. Immediately after vibratome
sectioning, the slices (the two ﬁrst most anterior slices were dis-
carded) were transferred to a vial of sucrose-free dissection buffer,
and bubbled with 95% O2/5% CO2 at room temperature for 60 min to
131A.I. Rojo et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 39 (2008) 125–132recover from slicing trauma. After this period, slices were loaded
with 100 μM H2DCFDA (Invitrogen) for 45 min in Krebs solution
(120 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 1.19 mM
MgSO4, 1.18 mM KH2PO4 and 11 mM glucose). Subsequently, slices
were washed twice with Krebs solution and kept for 15 min before
the beginning of the experiment. Then, slices were exposed to
500 μM kainic acid for 2 h, 2 mM H2O2 for 1 h or Krebs solu-
tion. Finally, in the last 5 min of incubation slices were loaded with
1 mg/ml propidium iodide (PI) and with 1 mg/ml Hoestch 33342.
Fluorescence measurements were done with an inverted ﬂuores-
cence microscope (Nikon eclipse TE300). H2DCFDA was excited at
485 nm; emitted light was transmitted through a 505 nm dichroic
mirror and 520 nm emission ﬁlter; PI was excited at 530 nm; emitted
light was transmitted through a 575 nm dichroic mirror and 580 nm
emission ﬁlter; Hoestch was excited at 340 nm; emitted light was
transmitted through a 400 nm dichroic mirror and 460 nm emis-
sion ﬁlter. The viability of hippocampal slices, after a given treat-
ment, was also monitored by measuring the activity of lactate
dehydrogenase (LDH) released into the incubation media. LDH ac-
tivity was spectrophotometrically measured at 490–620 nm in a
microplate reader (Labsystems iEMS reader MF) using a Cytotoxicity
Cell Death kit (Roche, Madrid, Spain), according to the manufac-
turer's instructions.
Image analysis, quantiﬁcation and statistics
Densitometric analysis of H2DCFDA and PI/Hoescht33342 stained
slices was done with Metaﬂuor Analyst software (MDS Analytical
Technologies Downingtown, PA). Student's t test was used to assess
differences between groups. A p valueb0.05 was considered sig-
niﬁcant. Unless indicated, all experiments were performed at least
three times with similar results. The values in the graphs corre-
spond to the mean of at least three samples. Error bars indicate
standard deviation.
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SCF/-TrCP Promotes Glycogen Synthase Kinase 3-Dependent
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Regulation of transcription factor Nrf2 (NF-E2-related factor 2) involves redox-sensitive proteasomal deg-
radation via the E3 ubiquitin ligase Keap1/Cul3. However, Nrf2 is controlled by other mechanisms that have
not yet been elucidated. We now show that glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) phosphorylates a group of Ser
residues in the Neh6 domain of mouse Nrf2 that overlap with an SCF/-TrCP destruction motif (DSGIS,
residues 334 to 338) and promotes its degradation in a Keap1-independent manner. Nrf2 was stabilized by
GSK-3 inhibitors in Keap1-null mouse embryo fibroblasts. Similarly, an Nrf2ETGE mutant, which cannot be
degraded via Keap1, accumulated when GSK-3 activity was blocked. Phosphorylation of a Ser cluster in the
Neh6 domain of Nrf2 stimulated its degradation because a mutant Nrf2ETGE 6S/6A protein, lacking these Ser
residues, exhibited a longer half-life than Nrf2ETGE. Moreover, Nrf2ETGE 6S/6A was insensitive to -TrCP
regulation and exhibited lower levels of ubiquitination than Nrf2ETGE. GSK-3 enhanced ubiquitination of
Nrf2ETGE but not that of Nrf2ETGE 6S/6A. The Nrf2ETGE protein but not Nrf2ETGE 6S/6A coimmunoprecipi-
tated with -TrCP, and this association was enhanced by GSK-3. Our results show for the first time that Nrf2
is targeted by GSK-3 for SCF/-TrCP-dependent degradation. We propose a “dual degradation” model to
describe the regulation of Nrf2 under different pathophysiological conditions.
A disadvantage of aerobic life is the constant generation of
potentially damaging reactive oxygen species (ROS). The in-
tracellular levels of such species need to be tightly controlled in
order to avoid oxidative stress. Transcription factor Nrf2 (NF-
E2-related factor 2) plays a critical role in redox homeostasis
since it increases the expression of many antioxidant and drug-
metabolizing genes, including those encoding heme oxygenase
1 (HO-1), NADPH:quinone oxidoreductase 1, glutathione S-
transferases, glutamate-cysteine ligase, and glutathione peroxi-
dases, in response to oxidative and electrophile stressors (13).
These genes all contain a common promoter enhancer called
the antioxidant response element (ARE) and are transacti-
vated by Nrf2. Because ROS play a role as intracellular signal-
ing molecules for many physiological processes, Nrf2 can have
an impact on numerous cell functions, ranging from differen-
tiation and development to proliferation and inflammation.
Therefore, Nrf2 activity influences neurodegenerative disease,
cardiovascular disease, and cancer (3, 4, 14, 16, 17, 49, 53).
While increased Nrf2 transcriptional activity enhances cel-
lular antioxidant defenses and increases the capacity to detox-
ify drugs, it may also lead to unwanted side effects. For in-
stance, in tumors, high levels of Nrf2 activity have been
correlated with a poor prognosis (41). Indeed, high Nrf2 ac-
tivity has not been favored during evolution (25), but its levels
are restricted via both redox-dependent and redox-indepen-
dent pathways in normal healthy cells (29).
In normal cells, Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein
1), an E3 ubiquitin ligase substrate adaptor, regulates the level
of Nrf2 protein in a redox-dependent fashion (5, 20, 51). The
interaction between Nrf2 and Keap1 occurs via a “two-site
tethering” process, otherwise called the “hinge and latch”
mechanism. In this model, two motifs, a high-affinity ETGE
motif and a low-affinity DLG motif, within the N-terminal
Neh2 domain of Nrf2 each interact with a separate Kelch
repeat domain present in the Keap1 homodimer (40). Both the
ETGE motif and the DLG motif are required for the tran-
scription factor to be repressed by Keap1 (28). In addition to
its interaction with Nrf2, Keap1 also binds Cullin 3 (Cul3),
which forms a core E3 ubiquitin ligase complex through an
association with Ring-box1 protein (Rbx1, also called Roc1)
(5, 10, 20, 51). The Keap1-Cul3-Rbx1 complex is able to ubiq-
uitinate Nrf2 and target it for proteasomal degradation only
under normal redox conditions, and upon exposure to oxidants
or electrophiles, Cys-151, Cys-273, and Cys-288 in Keap1 be-
come modified, leading to disturbance of the interaction be-
tween Nrf2 and Keap1 (8, 21, 49, 50). Failure of Nrf2 to dock
simultaneously onto both Kelch repeat domains enables it to
escape ubiquitination by Cul3-Rbx1 (21, 32, 47, 50). Thus,
stress-related modification of Keap1 results in Nrf2 stabiliza-
tion, accumulation of the transcription factor in the nucleus,
and upregulation of ARE-driven genes. Perturbation of the
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Nrf2-Keap1 complex by oxidants and electrophiles is consid-
ered the principal mechanism by which Nrf2 accumulates and
induces the ARE-gene battery. However, other regulatory
mechanisms must exist in order to explain the following: (i)
how Nrf2 contributes to the basal expression of certain ARE-
driven genes under normal homeostatic conditions, (ii) how
Nrf2 activity returns to its low basal levels after the intracellu-
lar redox balance has been restored, and (iii) how Nrf2 activity
is limited during oxidative and electrophile stress.
Conventional cell signaling studies have suggested that Nrf2
might be regulated by protein phosphorylation (2, 6, 15, 18, 36,
44). Previously, we presented data suggesting that GSK-3
(glycogen synthase kinase 3) influences the nuclear exclusion
and inactivation of Nrf2 (37–39). However, the mechanistic
connection between GSK-3 and Nrf2 remains largely unex-
plored. A number of studies have demonstrated that GSK-3
directs the ubiquitination and proteasomal degradation of var-
ious transcription factors and other proteins by SCF/-TrCP;
these include Snail (54), -catenin (1, 22, 34), Gli2 and Gli3
(33, 48), Xom (55), Cdc 25a (19), FGD1 and -3 (11, 12), Mcl-1
(7), securin (24), prolactin receptor (46), and the phosphatase
PHLPP1 (23). In these instances, GSK-3 phosphorylates a
cluster of Ser/Thr residues in target proteins, which are then
recognized by SCF/-TrCP. In turn, the complex formed by
SCF/-TrCP binds the Cullin-1 (Cul1) scaffold protein to form
a complete E3 ligase by association with a linker protein called
Skp1 and with Rbx1. Therefore, -TrCP is an adapter protein
that contains a Skp1-binding site called F-box and a WD rec-
ognition domain for phosphorylated substrates in the consen-
sus motif DpSGX(1-4)pS (9, 42).
To date, the existence of a phosphodegron in Nrf2 has not
been explored. In the present article, we report that Nrf2 is
destabilized as a consequence of its phosphorylation by
GSK-3 and subsequent ubiquitination by SCF/-TrCP. This
pathway represents an alternative mechanism to the Keap1-
dependent degradation of Nrf2 and provides a means by
which this transcription factor can be regulated in a redox-
independent manner.
MATERIALS AND METHODS
Cell culture and reagents. Human embryonic kidney (HEK) 293T cells were
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) and 80 mg/ml gentamicin. Mouse embryo fibro-
blasts (MEFs) from Keap1 knockout mice and wild-type littermates (kindly
provided by Ken Itoh, Center for Advanced Medical Research, Hirosaki Uni-
versity Graduate School of Medicine, Japan) were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 0.5 U/ml penicillin,
and 0.5 g/ml streptomycin. Transient transfection of HEK293T cells was per-
formed with calcium phosphate, using reagents from Sigma-Aldrich (Madrid,
Spain). SB216763 and MG132 were from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Cy-
cloheximide (CHX) was purchased from Boehringer Mannheim (Germany).
Plasmids. The expression vectors pcDNA3.1/V5HisB-mNrf2ETGE, pcDNA3.1/
V5-mNrf2ETGENeh6, pHis-Ub, and pET-mNrf2 have been described previously
(29). The vectors pCGN-HA-GSK-39 and pCGN-HA-GSK-3Y216F were pro-
vided by Akira Kikuchi (Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Hiro-
shima University), and GSK-3S9A (pcDNA3-GSK-3S9A-HA) was a kind gift of
Richard Jope (Department of Psychiatry, University of Alabama at Birmingham,
Birmingham, AL). A plasmid encoding -TrCP2Fbox (pcDNA3-TrCP2Fbox-HA)
was provided by Serge Y. Fuchs (Department of Animal Biology, University of
Pennsylvania, Philadelphia, PA). pcDNA3-Flag--TrCP2 was provided by Tomoki
Chiba (Department of Molecular Biology, University of Tsukuba, Japan). The ex-
pression construct pcDNA3.1/V5HisB-mNrf2ETGE 6S/6A, with point mutations
S335A, S338A, S342A, S347A, S351A, and S355A, was created using the GeneTailor
site-directed mutagenesis system (Invitrogen) and the following primers: 5 TGGA
ATTCAATGACTCTGACGCTGGCATTGCACTGAAGACGGCTCCCAGCC
GAGCGCCCCAGA 3 and 5 GTCAGAGTCATTGAATTCCATTGTGCCTTC
AGCGTGCTTC 3 (mutation sites are underlined) using pcDNA3.1/V5 HisB-
mNrf2ETGE 3S/3A (point mutations at S347A, S351A, and S355A) as a template in
two sequential PCR amplifications with the following primers: forward (PCR1),
5-GAGCGGCCCCAGAGCATGCCGTGGAGTCTGCCATTTACGG-3, and
reverse (PCR1), 5-CGATCTCGAGGCCACTGTGCTGGAT-3; forward
(PCR2), 5-CGATCATATGATGGACTTGGAGTTG-3, and reverse (PCR2),
5-CCGTAAATGGCAGACTCCACGGCATGCTCTGGGGCCGCTC-3. The
NdeI/XhoI fragment from pcDNA3.1/V5 HisB-mNrf2ETGE 6S/6A was cloned into
pET-15b to generate the plasmid pET-mNrf26S/6A. All sequences were verified by
automated sequencing. For the in vivo ubiquitination assays, the polyhistidine tag
was removed from pcDNA3.1/V5HisB-mNrf2ETGE and pcDNA3.1/V5HisB-
mNrf2ETGE 6S/6A by GeneTailor site-directed mutagenesis with the following pair
of primers, which introduced a STOP codon in front of the 6-histidine-coding
sequence: forward, 5-TCGATTCTACGCGTACCGGTTAACATCACCATC-3,
and reverse, 5-ACCGGTACGCGTAGAATCGAGACCGAGGAG-3.
Luciferase assays. Transient transfections of HEK293T cells were performed
with the expression vectors for renilla (Promega, Madison, CA) and 3ARE-
Luc (a gift of J. Alam, Department of Molecular Genetics, Ochsner Clinic
Foundation) as described previously (26). Cells were seeded on 24-well plates
(100,000 cells per well), cultured for 16 h, and transfected using calcium phos-
phate. After 24 h of recovery from transfection, the cells were lysed and assayed
for luciferase activity with a dual-luciferase assay system (Promega) according to
the manufacturer’s instructions. Relative light units were measured in a GloMax
96 microplate luminometer with dual injectors (Promega).
Immunoblotting. The primary antibodies used were anti-V5 (Invitrogen,
Carlsbad, CA), antihemagglutinin (anti-HA) (Covance, Berkeley, CA), anti-Flag
(Sigma Aldrich, Madrid, Spain), anti-Nrf2 (generated by the Hayes laboratory),
anti-glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), and anti--actin and anti-
lamin B (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Cell lysates were resolved
by SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P membranes (Millipore, Billerica,
MA). These membranes were analyzed using the appropriate primary antibodies
and peroxidase-conjugated secondary antibodies. Proteins were detected by en-
hanced chemiluminescence (Amersham Biosciences).
Coimmunoprecipitation (co-IP). A monoclonal antibody from Invitrogen (cat-
alog no. 37-3400) was used to immunoprecipitate -TrCP, whereas “in-house”
polyclonal antibodies were used to immunoprecipitate Nrf2. Cells were washed
once with cold phosphate-buffered saline (PBS) and harvested by centrifugation
at 1,100 rpm for 10 min. The cell pellet was resuspended in 0.45 ml of ice-cold
lysis buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.6], 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium
deoxycholate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 g/ml leupeptin). Five
microliters of the anti-Flag antibody (Sigma) or anti-V5 (Invitrogen) was added
per lysate, and after incubation for 2 h at 4°C in a rotating wheel, gamma-bind
Sepharose-protein G was added (Amersham Biosciences), followed by incuba-
tion for 1 h at 4°C. A lysate from nontransfected cells was incubated only with G
protein to control for nonspecific binding (data not shown). The complexes were
harvested by centrifugation and washed first with lysis buffer (washing buffer 1),
second with washing buffer 2 (50 mM Tris-HCl [pH 7.6], 500 mM NaCl, 1%
NP-40, 0.05% sodium deoxycholate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and 1
g/ml leupeptin), and finally with washing buffer 3 (50 mM Tris-HCl [pH 7.6],
1% NP-40, 0.05% sodium deoxycholate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1
g/ml leupeptin). The samples were boiled, resolved by SDS-PAGE, and immu-
noblotted. Mouse IgG TrueBlot (eBiosciences) was used as a peroxidase-conju-
gated secondary antibody (1:10,000 dilution) because it reduces interference by
the 55-kDa heavy and 23-kDa light chains of the immunoprecipitating antibody.
In control experiments (not shown), it was established that anti-V5 antibodies
did not recognize Flag-tagged proteins and that anti-Flag antibodies did not
recognize V5-tagged proteins.
In vitro kinase assays. In vitro phosphorylation was performed using as a
substrate bacterially expressed His-tagged Nrf2, isolated using the ProBond
purification system (Invitrogen). GSK-3 kinases were obtained by HA immu-
noprecipitation of whole-cell lysates of HEK293T cells that had been transfected
with HA–GSK-3 Y216F, HA–GSK-39, or HA–GSK-3S9A. For in vitro phos-
phorylation studies, the substrate (0.5 g) was incubated with the kinase and 5
Ci of [-32P]ATP in 25 l of reaction buffer (10 mM MgCl2, 100 M ATP in
40 mM morpholinepropanesulfonic acid (MOPS), pH 7.0, and 1 mM EDTA) for
30 min at 30°C with continuous shaking. Kinase reactions were resolved by
SDS-PAGE, transferred to Immobilon-P membranes, and exposed to autora-
diography. For preparation of phospho-Nrf2 substrate for in vitro ubiquitination
assays, recombinant Nrf2 was submitted to the same conditions without inclusion
of [-32P]ATP. The substrate (0.5 g) was incubated with 5 ng of active recom-
binant GSK-3 (Upstate Biotechnology) per reaction in 25 l of reaction buffer
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for 1 h at 30°C with continuous shaking. One microliter of these reaction mix-
tures was used for the in vitro ubiquitination assay.
Analysis of mRNA levels by real-time quantitative PCR. Cells were plated on
60-mm dishes, and total cellular RNA was extracted using TRIzol reagent (In-
vitrogen). Equal amounts (1 g) of RNA from each treatment were reverse
transcribed for 75 min at 42°C using 5 U of avian myeloblastosis virus reverse
transcriptase (Promega, Madison, WI) in the presence of 20 U of RNAsin
(Promega). Quantitative PCR was performed with 20 ng of cDNA in a 25-l
reaction mixture that contained 0.3 M primers and nucleotides, buffer, and Taq
polymerase within the SYBR green I master mix (PE Applied Biosystems).
Amplification was conducted in a 48-well Step One real-time PCR system (PE
Applied Biosystems). PCR cycles proceeded as follows: initial denaturation for
10 min at 95°C and then 40 cycles of denaturation (15 s, 95°C), annealing (30 s,
60°C), and extension (30 s, 60°C). Primers were as follows: mNrf2 forward,
5-ATCCAGACAGACACCAGTGGATC-3, and reverse, 5-GGCAGTGAAG
ACTGAACTTTCA-3; hNrf2 forward, 5 TCAGCATGCTACGTGATGAAG-
3, and reverse, 5-TTTGCTGCAGGGAGTATT CA-3; -actin forward, 5-T
CCTTCCTGGGCATGGAG-3, and reverse, 5-AGGAGGAGCAATGATCTT
GATCTT-3. The gene expression primer and probe mixtures for -TrCP1 and
-TrCP2 were Mm00477680_ml and Mm00460241_ml, respectively, purchased
from ABI. The melting-curve analysis showed the specificity of the amplifica-
tions. The threshold cycle (CT), which inversely correlates with the target mRNA
level, was measured as the cycle number at which the reporter fluorescent
emission appeared above the background threshold (data not shown). To ensure
that equal amounts of cDNA were added to the PCR mixture, the -actin
housekeeping gene was coamplified. Data analysis was based on the CT method
with normalization of the raw data to housekeeping genes as described in the
manufacturer’s manual (Applied Biosystems). All PCRs were performed in trip-
licate.
In vitro ubiquitination assay. Purified recombinant proteins for -TrCP-de-
pendent ubiquitination were kindly provided by N. W. Pierce and R. J. Deshaies
(Howard Hughes Medical Institute, Division of Biology, Pasadena, CA). Ubiq-
uitination reactions were carried out as described previously (35) and contained
ATP (2 mM), ubiquitin (30 M), E1 (1 M), Cdc34b (5 M), SCF-TrCP (450
nM), and unphosphorylated or phosphorylated Nrf2 (20 ng) in ubiquitination
buffer (30 mM Tris [pH 7.6], 5 mM MgCl2, 2 mM dithiothreitol [DTT], 100 mM
NaCl). Prior to the ubiquitin reactions, E1, Cdc34b, and ubiquitin were incu-
bated together for 2 min to allow E2 thioester formation. Reaction mixtures were
incubated for 1 h at 25°C and quenched with SDS-PAGE buffer (62.5 mM
Tris-HCl [pH 6.8], 12.5% [vol/vol] glycerol, 2% [wt/vol] SDS, 0.06% [wt/vol]
bromophenol blue, 0.04% [vol/vol] 2-mercaptoethanol). Ubiquitination reactions
were resolved by SDS-PAGE, followed by transfer to Immobilon-P membranes.
Ubiquitinated proteins were detected with an antiubiquitin antibody (Chemicon,
Millipore).
In vivo ubiquitination assay. An in vivo ubiquitination assay was carried out
using the method of Treier et al. (45). HEK293T cells were transfected with
pHisUb along with the indicated plasmids. Approximately 24 h later, the trans-
fected cells were washed with prewarmed phosphate-buffered saline and scraped
into 0.4 ml of phosphate-buffered saline. A whole-cell lysate was prepared from
80 l of the cell suspension and is referred to as the “input” fraction. His-tagged
protein was purified from the remainder of the cell suspension as follows: the cell
suspension was lysed by the addition of 1 ml of buffer A (6 M guanidine-HCl, 10
mM Tris in 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0) supplemented with 5 mM imidazole.
The resulting lysate was sonicated to reduce viscosity before 60 l of Probond
TM resin (Invitrogen, Carsband, CA) was added, and the mixture was rotated for
4 h at 25°C. Thereafter, the beads were washed sequentially with buffer A
supplemented with 0.1% (vol/vol) Triton X-100, buffer B (8 M urea, 10 mM Tris
in 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0) supplemented with 0.1% Triton X-100, buffer
C (8 M urea, 10 mM Tris in 0.1 M phosphate buffer, pH 6.5) supplemented with
0.2% Triton X-100, and finally buffer C supplemented with 0.1% Triton X-100.
Bound material was eluted from the beads by suspension in 50 l of modified
Laemmli sample buffer (20 mM Tris-Cl, pH 6.8, 10% [vol/vol] glycerol, 0.8%
[wt/vol] SDS, 0.1% [wt/vol] bromophenol blue, 0.72 M 2-mercaptoethanol, and
300 mM imidazole), followed by boiling for 4 min. The suspension was centri-
fuged (16,000  g, 1 min, 20°C), and the resulting supernatant was collected and
is referred to as the “pulldown” fraction.
siRNA assays. The short interfering RNA (siRNA) used to knock down
human GSK-3 or GSK-3 expression and the control scrambled siRNA se-
quence were purchased from Ambion Inc.: siRNA identifier (ID) s6236 for
GSK-3 and siRNA ID s6241 for GSK-3 (Applied Biosystems). The siRNA
used to knock down -TrCP1 was from Thermo Scientific, Dharmacon (catalog
no. L-044048-00-0005), and that used to knock down -TrCP2 was from Applied
Biosystems (catalog no. 175927). Briefly, HEK293T cells were seeded in 6-well
plates (200,000 cells/well in 2 ml medium) before being transfected using calcium
phosphate and the appropriate Nrf2 expression plasmids. To knock down GSK-3
isoforms, we performed siRNA transfection during two consecutive days. On the
first day, we knocked down GSK-3 using 80 ng of Silencer Select validated
siRNA with 30 l of siPORT Amine reagent, and on the second day we used 40
ng of Silencer Select validated siRNA with 15 l of siPORT Amine reagent.
Twenty-four hours later, the cells were collected and Nrf2 and GSK-3 levels were
analyzed.
Analyses of protein stability by pulse-labeling. HEK293T cells were plated
(2  106 cells/100-mm plate previously covered with poli-D-Lys) and transfected
with the indicated plasmids. The following day, cells were washed (2) with
pulse-labeling medium (methionine-free, cysteine-free Dulbecco’s modified Ea-
gle’s medium containing 10% dialyzed fetal bovine serum and 80 mg/ml genta-
micin). Then, cells were incubated at 37°C for 30 min. The medium was removed
and replaced with pulse-labeling medium containing 0.5 mCi/ml [35S]methionine
(NEG 772 EasyTag Express protein labeling mix from Perkin Elmer). After
proteins were labeled for 60 min, the medium was removed and the cells were
washed twice with complete DMEM supplemented with 2 mM cysteine and 2
mM methionine (20-fold molar excess) for the appropriate times except for the
“zero” samples. The zero points were rapidly washed with cold phosphate-
buffered saline and lysed by the addition of radioimmune precipitation assay
buffer (25 mM Tris-HCl [pH 7.6], 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 1%
sodium deoxycholate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 g/ml leupeptin).
The cell lysates were diluted 10-fold with IP buffer (Tris-HCl, pH 7.5, 20 mM;
NaCl, 137 mM; NaF, 20 mM; sodium pyrophosphate, 1 mM; Na3VO4, 1 mM;
Nonidet P-40, 1%; glycerol, 10%; phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM; and
leupeptin, 1 g/ml) and sonicated (3 for 30 s each). Thereafter, the soluble
portion of the lysates was prepared by centrifugation at 10,000  g for 5 min at
4°C and retained for analysis. For immunoprecipitation, cell lysates were incu-
bated with 3 l of anti-V5 at 4°C with continuous rotation. After 2 h, a 20-l
slurry of protein G-Sepharose was added, and incubation was continued for an
additional 1 h. Immunocomplexes were pelleted by centrifugation, washed three
times in IP buffer, and resuspended in 40 l of Laemmli sample buffer containing
1% -mercaptoethanol. The samples were boiled, subjected to electrophoresis,
and transferred to Immobilon-P membranes. After autoradiography, the blot was
incubated with anti-V5 antibody to normalize the amount of Nrf2 protein per
lane.
Image analyses and statistics. Different band intensities (density arbitrary
units), corresponding to immunoblot detection of protein samples, were quan-
tified using the MCID software program (MCID, Cambridge, United Kingdom).
Student’s t test was used to assess differences between groups; a P value of 0.05
was considered significant. Unless indicated, all experiments were performed at
least three times with similar results. The values in the graphs correspond to the
means for at least three samples. Error bars indicate standard deviations.
RESULTS
GSK-3 modulates Nrf2 protein levels. We first measured the
levels of Nrf2 protein in HEK293T cells that had been treated
with the two prototypic Nrf2 inducing agents, tBHQ (tert-bu-
tylhydroquinone) (15 M, 6 h) and SFN (sulforaphane) (10
M, 6 h), or the GSK-3 inhibitor SB216763 (20 M, 6 h). As
shown in Fig. 1A, under these conditions both tBHQ and SFN
modestly increased the level of Nrf2 protein but had no effect
on the level of -catenin, which was used as a control for
inhibition of GSK-3. Interestingly, SB216763, which increased
-catenin levels, also augmented the level of Nrf2 protein to an
extent similar to that when HEK293T cells were treated with
either tBHQ or SFN alone. Moreover, cotreatment with
SB216763 and either of the two inducing agents resulted in a
further elevation in the amount of the Nrf2 protein. mRNA
levels for Nrf2 did not differ significantly among treatments
(Fig. 1B), indicating that the increase in the Nrf2 protein
produced by tBHQ, SFN, and SB216763 was not accompanied
by upregulation of the Nrf2 gene (Fig. 1B).
The increase in the Nrf2 protein correlated with higher
transactivation activity as determined with an ARE-driven lu-
ciferase reporter construct, 3ARE-Luc, created from the
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mouse ho-1 promoter. HEK293T cells were transfected with
3ARE-Luc, and after overnight recovery, they were stimu-
lated for 16 h with tBHQ (3 M), SFN (3 M), or SB216763
(20 M). As shown in Fig. 1C, tBHQ and SFN increased
reporter gene activity between 2.5- and 3.0-fold. Inhibition of
GSK-3 with SB216763 yielded a similar 2.5-fold increase.
Moreover, combined treatment of either tBHQ or SFN with
SB216763 led to a cooperative increase in luciferase activity of
about 5.0-fold.
Nrf2 protein levels are regulated by GSK-3 in a Keap1-
independent manner. In order to determine if Keap1 might
have a role in the GSK-3-dependent increase in the Nrf2 pro-
tein, we used MEFs derived from Keap1	/	 mice and from
Keap1
/
 littermates as a control. Treatment of Keap1
/

MEFs with SB216763 (20 M for 3 or 6 h) increased the basal
level of the Nrf2 protein in a time-dependent manner (Fig.
2A); these results resemble those shown in Fig. 1. As expected,
we found that the baseline Nrf2 protein level in Keap1	/	
MEFs was higher than that in their wild-type counterparts.
More importantly, SB216763 also increased the level of the
FIG. 1. GSK-3 modulates Nrf2 levels. (A) HEK293T cells were
maintained in low-serum medium (0.5% FBS) for 16 h before finally
being treated with 15 M tBHQ, 10 M SFN, or 20 M SB216763 for
6 h. Upper blot, Nrf2 immunodetection in cell lysates; middle blot,
-catenin levels as a control for GSK-3 inhibition; lower blot, -actin
levels showing similar protein loads per lane. (B) Quantitative reverse
transcriptase PCR (RT-PCR) determination of mRNA of Nrf2 nor-
malized by -actin from HEK293T cells treated as in panel A (ex-
pressed in arbitrary units). Variations are not statistically significant.
(C) HEK293T cells were transfected with the 3ARE-LUC and re-
nilla control vectors, and after transfection the cells were treated with
3 M tBHQ, 3 M SFN, or 20 M SB216763 for 16 h before luciferase
activity was measured. Asterisks denote statistically significant differ-
ences between the untreated and SB216763-treated groups according
to a Student t test.
FIG. 2. GSK-3 inhibition promotes Nrf2 protein accumulation in a
Keap1-independent manner. (A) MEFs from Keap1-deficient
(Keap1	/	) or wild-type (Keap1
/
) littermates were maintained in
low-serum medium for 16 h and then treated with 20 M SB216763 for
the times indicated. Upper blot, total Nrf2 protein levels; lower blot,
-actin levels showing that similar amounts of protein were loaded per
lane. (B) MEFs were maintained in low-serum medium for 16 h and
then treated with 20 M SB216763 for 2 h prior to inhibition of protein
synthesis with 40 g/ml cycloheximide (CHX). Whole-cell lysates were
prepared at the indicated times after addition of CHX. Upper blots,
Nrf2 protein levels in Keap1
/
 and Keap1	/	 fibroblasts. Lower blots,
-actin levels showing similar protein loaded per lane from Keap1
/

and Keap1	/	 fibroblasts. (C and D) Both graphs depict the natural
logarithm of the relative levels of the Nrf2 protein as a function of
CHX chase time in Keap1
/
 (C) or Keap1	/	 (D) cells. The protein
half-life has been determined in the linear range of the degradation
curve.
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Nrf2 protein in Keap1	/	 MEFs, suggesting that an elevation
of Nrf2 upon GSK-3 inhibition is not dependent on the Keap1
degradation pathway. The data reported for SB216763 (50%
inhibitory concentration [IC50], 34 nM) were similar to those
obtained using another potent and specific GSK-3 inhibitor,
CT99021 (IC50, 10 nM) (data not shown).
In order to analyze if Nrf2 protein accumulation was due to
an increase in its stability, we measured the half-life of Nrf2 in
both MEF lines; densitometric analysis was validated using a
sample dilution curve to ensure that the signal lay in the linear
range (data not shown). MEFs were first treated with either
SB216763 (20 M) or vehicle for 2 h, and then protein syn-
thesis was inhibited using CHX (40 g/ml). Cells cotreated
with SB216763 and CHX presented a delayed Nrf2 degrada-
tion curve compared to cells treated with CHX alone (Fig. 2B,
C, and D). Thus, the half-life of Nrf2 increased from 26.5 min
to 44.5 min in Keap1
/
 cells and from 24.4 min to 55.6 min in
Keap1	/	 fibroblasts in the presence of SB216763. Taken to-
gether, these results indicate that GSK-3 modulates Nrf2 levels
through a Keap1-independent mechanism.
As an additional approach, we compared the levels of ec-
topically expressed V5-tagged wild-type Nrf2 with those of the
V5-tagged mutant Nrf2ETGE, which cannot be turned over in
a Keap1-dependent fashion. As shown in Fig. 3A and C,
SB216763 produced a time-dependent accumulation of both
Nrf2-V5 and Nrf2ETGE-V5 (at 3 h and 6 h), as well as -cate-
nin, which was used as an internal control for GSK-3 inhibi-
tion. To test whether GSK-3 and/or GSK-3 might be re-
sponsible for the increase in Nrf2, we knocked down each
isoform using siRNA. HEK293T cells were first transfected
with an expression vector for Nrf2-V5 or Nrf2ETGE-V5 before
being transfected subsequently with siRNA against either
GSK-3, GSK-3, or both isoforms. Knockdown of either iso-
form (by 70 to 80% according to densitometric analysis; not
shown) resulted in a substantial increase in the levels of the
Nrf2-V5 and Nrf2ETGE-V5 proteins (Fig. 3B and D). These
results complement the observations made with the GSK-3
inhibitor and further indicate that Nrf2 stability is regulated by
GSK-3.
Degradation of Nrf2 by the E3 ubiquitin ligase SCF/-TrCP
complex. Using bioinformatics, we found that Nrf2 contains an
evolutionarily conserved sequence that resembles the consensus
motif for substrate recognition by -TrCP [K(X)nDSG(X)1–4S,
where X is any residue]; in mouse Nrf2, this consensus sequence
is located between amino acids 322 and 338 (Fig. 4A). It appears
to be present in all vertebrate Nrf2 proteins except that of
chicken, which contains the “DSG(X)1-4S” core sequence but
lacks adjacent N-terminal lysine residues at the positions where it
is found in mouse or human Nrf2. In this regard, chicken Nrf2 is
similar to hSnail and hYAP. A comparison between this con-
served DSGIS sequence in mammalian Nrf2 with those in pro-
teins that are known to interact with -TrCP indicates that it is
most similar to those found in hEpoR and hYAP; these last two
proteins possess just a Gly-Ile or Gly-Leu dipeptide between the
two serine residues in the core consensus sequence.
To determine the significance of the putative -TrCP rec-
ognition motif in Nrf2, we measured the levels of the Nrf2
protein in Keap1	/	 MEFs after knockdown of the -TrCP1
and/or -2 isoform. As shown in Fig. 4B and C, fibroblasts
transfected with siRNA against -TrCP1 and/or -2 exhibited
higher levels of the Nrf2 protein than cells transfected with
control siRNA. These results indicate that both -TrCP iso-
forms are involved in the regulation of Nrf2 in a Keap1-inde-
pendent manner and support the hypothesis that a -TrCP
destruction motif exists in Nrf2.
In another set of experiments, we used a dominant-negative
FIG. 3. Modulation of Nrf2 protein levels by GSK-3 is independent
of Keap1. (A and C) HEK293T cells were transfected with either
V5-tagged Nrf2, the wild type, or the Keap1-insensitive Nrf2 version
(Nrf2ETGE-V5), maintained in low-serum medium for 16 h, and then
treated with 20 M SB216763 for the indicated times. Upper blots,
Nrf2-V5 (A) or Nrf2ETGE-V5 (C) protein levels; middle blots, -cate-
nin levels in the same cell lysates as a control for GSK-3 inhibition;
lower blots, -actin levels showing similar protein loads per lane. (B
and D) HEK293T cells were transfected with either Nrf2-V5 (B) or
Nrf2ETGE-V5 (D). After 24 h they were further transfected with
siRNAs for GSK-3, GSK-3, or both or with a control scrambled
siRNA as explained in Materials and Methods. Cells were lysed 24 h
after siRNA transfection. Upper blots, Nrf2-V5 (B) or Nrf2ETGE-V5
(D) protein levels; middle blots, GSK-3 and - protein levels; lower
blots, -actin levels showing that similar amounts of protein were
loaded in each lane.
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FIG. 4. Nrf2 is regulated by the E3 ligase -TrCP complex through a destruction motif within its Neh6 domain. (A) Upper panel of sequences,
primary structure of Nrf2 between residues 317 and 359 in the murine protein. The bold/underlined residues correspond to the putative site of
phosphorylation by GSK-3, and the boxed ones correspond to the -TrCP consensus motif. Lower panel of sequences, alignment of different
well-known -TrCP substrates showing the consensus sequence of the degradation motif. (B) Keap1	/	 MEFs were transfected with siRNA against
-TrCP1 and/or -TrCP2 as described in Materials and Methods. Upper blot, Nrf2 total protein levels; lower blot, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GADPH) levels showing similar protein loads per lane. (C) Quantitative RT-PCR determination of mRNA for -TrCP1 and
-TrCP2 normalized by -actin from MEFs transfected as in panel B. Asterisks denote statistically significant differences with P  0.05.
(D) HEK293T cells were cotransfected with the Nrf2-V5 or Nrf2ETGE-V5 expression vector and the indicated amounts of the -TrCP
dominant-negative (-TrCPFbox-HA) mutant and then maintained in low-serum medium for 16 h. Whole-cell lysates were immunoblotted against
anti-V5 antibody (upper blot) or anti-HA antibody (middle blot) or with anti--actin antibody showing similar amounts of protein per sample
(lower blot). (E) In vitro ubiquinitation of Nrf2 by the -TrCP complex. Bacterially expressed His-tagged Nrf2 was submitted to an in vitro kinase
assay in the absence (Nrf2) or presence (phospho-Nrf2) of recombinant GSK-3. Nrf2 and phospho-Nrf2 (20 ng) were incubated at 25°C for 1 h
with purified ubiquitin, E1/cdc34b, -TrCP/Skp1, and Cul1/Rbx1 as indicated. Polyubiquitinated Nrf2 was detected by immunoblotting with
antiubiquitin antibody. Upper blot, antiubiquitin. E1-Ub, monoubiquitinated E1. Lower blot, anti-Nrf2 showing similar amounts of substrate
loaded per lane. (F) p100 dishes of HEK293T cells were transfected with the indicated plasmids. After transfection (24 h), a whole-cell lysate
(input) and an affinity-purified His-tagged fraction (His-pull-down) were blotted with anti-V5 antibody. Upper blot, anti-V5 input; middle blot,
ectopically expressed HA-tagged GSK-3; lower blot, anti-V5 detection in the His pulldown fraction. The bracket indicates the mobility of
polyubiquitinated Nrf2-V5 (Nrf2-Ub) forms.
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mutant of SCF/-TrCP. We cotransfected HEK293T cells with
expression constructs for Nrf2-V5 or Nrf2ETGE-V5, along
with a dominant-negative -TrCPFbox-HA mutant, which
lacks the Fbox motif and cannot form functional SCF com-
plexes. The presence of -TrCPFbox-HA led to accumulation
of both Nrf2-V5 and Nrf2ETGE-V5 (Fig. 4D), further indicat-
ing that -TrCP participates in the degradation of Nrf2.
Initial evidence that Nrf2 is ubiquitinated in a -TrCP-de-
pendent manner was obtained from in vitro ubiquitination as-
says. Bacterially expressed His-tagged Nrf2 was subjected to an
in vitro kinase assay (see below) in the absence or presence of
recombinant GSK-3 and used as the substrate in an in vitro
ubiquitination assay. As shown in Fig. 4E, Nrf2 was polyubiq-
uitinated only in the presence of the complete -TrCP-E3
ligase complex. Moreover, phospho-Nrf2 incorporated about
2-fold more ubiquitin than nonphosphorylated Nrf2. These
results suggest that Nrf2 is a substrate for the -TrCP ligase
complex and pave the way for further analysis of this new
mechanism of regulation.
Next, we studied the connection between -TrCP-depen-
dent regulation of Nrf2 stability and GSK-3. HEK293T cells
were cotransfected with plasmids expressing Nrf2ETGE-V5
and either the control empty vector or an expression vector for
His-tagged ubiquitin (His-Ub). These cotransfection experi-
ments also included expression vectors for either the inactive
kinase HA-GSK-3Y216F, containing a single Tyr216-to-Phe
mutation in its activation loop, or the constitutively active
HA-GSK-39, which lacks the first 9 N-terminal residues,
including Ser9, and is insensitive to downregulation by Akt
phosphorylation. The amount of His-Ub bound to Nrf2 was
measured in a pulldown assay that employed nickel columns
(Fig. 4F). Protein recovered in the His-tagged fraction repre-
sented the polyubiquitinated transcription factor, since no such
protein was recovered in this fraction unless Nrf2 and His-Ub
were coexpressed. Interestingly, we could detect more highly
polyubiquitinated Nrf2 forms in cells overexpressing HA-GSK-
39 than in HA-GSK-3Y216F-expressing cells. Overall, these
results are consistent with the notion that -TrCP plays a role
in Nrf2 degradation.
GSK-3 participates in phosphorylation of serine residues
within the -TrCP destruction motif. The -TrCP recognition
motif, along with adjacent C-terminal residues, contains a
number of possible GSK-3 phosphorylation sites (Fig. 4A). To
examine whether the -TrCP motif is regulated by GSK-3, we
first analyzed whether bacterially expressed His-tagged mouse
Nrf2ETGE-HisB and mouse Nrf2ETGE 6S/6A-HisB, in which
all Ser residues at positions 335, 338, 342, 347, 351, and 355 had
been changed to Ala, could be phosphorylated by GSK-3 in
vitro. Kinase reactions were carried out using two constitutively
active mutants of GSK-3 which lack pseudosubstrate inhibi-
tory activity: the first mutant, HA-GSK-39, contained a de-
letion of 9 N-terminal residues, including Ser9; the second
mutant, HA-GSK-3S9A, contained a single Ser9-to-Ala mu-
tation. As shown in Fig. 5A, both Nrf2ETGE-HisB and
Nrf2ETGE 6S/6A-HisB were phosphorylated in vitro by the two
GSK-3 active mutants. However, Nrf2ETGE 6S/6A-HisB was
phosphorylated to a much lesser extent than Nrf2ETGE-HisB,
implying that GSK-3 phosphorylates at least some of the Ser
residues in Nrf2 that are located immediately to the C-terminal
side of the -TrCP motif (see Discussion). Similar results were
obtained with recombinant GSK-3 (data not shown); the in-
active HA-GSK-3Y216F was unable to phosphorylate Nrf2
under the same purification conditions, thereby excluding the
possibility that a contaminating kinase in the reaction mixture
might be responsible for modifying Nrf2.
To determine if phosphorylation of the serine cluster in Nrf2
between amino acids 335 and 355 affects its -TrCP-directed
proteasomal degradation, we compared the levels of
Nrf2ETGE-V5 and Nrf2ETGE 6S/6A-V5 following their forced
expression in HEK293 cells. Mutation of these Ser residues
resulted in larger amounts of ectopic Nrf2 being observed
without significant changes in their mRNA levels (Fig. 5B to
E). Interestingly, the Nrf2ETGE 6S/6A-V5 mutant exhibited a
faster mobility during SDS-PAGE than Nrf2ETGE-V5 (Fig.
5B); we attribute this variation to changes in the molecular
FIG. 5. Mutation of 6S to A in the Neh6 domain of Nrf2 reduces its
phosphorylation by GSK-3. (A) Representative in vitro kinase assay
on recombinant Nrf2 or Nrf26S/6A proteins with HA-tagged GSK-3
immunoprecipitated from HEK293T cells transfected with either the
inactive HA-GSK-3Y216F mutant or the constitutively active HA-
GSK-39 or HA-GSK-3S9A mutant. Upper blot, immunocomplex
kinase assay; middle blot, immunodetection of Nrf2 to ensure similar
quantity per reaction; lower blot, immunoblot with anti-HA antibody
showing similar amount of GSK-3 per assay. (B) Basal levels of
Nrf2ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-V5 in HEK293T-transfected cells.
Upper blot, anti-V5; lower blot, -actin. (C) Densitometric quantifi-
cation of representative blots from panel B. (D) Nrf2 mRNA levels
analyzed by quantitative RT-PCR from cells transfected as in panel B.
(E) Graph depicts the ratio between Nrf2 protein and mRNA levels as
shown in panels C and D.
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mass of the polypeptide (104 Da for the six Ser-to-Ala substi-
tutions) and a concomitant failure to phosphorylate the mutant
protein.
By blocking translation of mRNA using CHX, we examined
whether the 6-Ser cluster influenced the half-life of the Nrf2
protein. HEK293T cells were transfected with Nrf2ETGE-V5
or Nrf2ETGE 6S/6A-V5 and exposed to CHX (40 g/ml) for
various periods of time. As shown in Fig. 6A and B, mutation
of the six Ser residues led to an approximately 2.0-fold increase
in the half-life of Nrf2. Similar results were obtained with an
Nrf2ETGENeh6-V5 plasmid used as a control (29; also data
not shown). Additional experiments were performed to inves-
tigate the stability of Nrf2 using the [35S]methionine pulse-
chase assay. As shown in Fig. 6C and D, estimation of half-life
for these mutants paralleled the results obtained with CHX
experiments.
Nrf2 lacking the 6S cluster in its Neh6 domain is insensitive
to GSK-3-induced degradation. The relevance of the -TrCP
motif and its associated Ser residues to GSK-3-stimulated deg-
radation of Nrf2 was analyzed by treating cells that had been
transfected with either Nrf2ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-V5
with SB216763 for 3 h or 6 h. As expected, inhibition of GSK-3
resulted in the accumulation of Nrf2ETGE-V5 (Fig. 7A). In
contrast, treatment with SB216763 did not increase the amount
of the Nrf2ETGE 6S/6A-V5 protein. In addition, we used
siRNAs against GSK-3, GSK-3, or both isoforms in
HEK293T cells that had been transfected previously with ex-
pression vectors for either Nrf2ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-
V5. Knockdown of either GSK-3 or GSK-3 (by 70 to 80%
according to densitometric analysis; not shown) led to an in-
crease in the amount of Nrf2ETGE-V5. In contrast, knock-
FIG. 6. Mutation of the 6S cluster within the Neh6 domain increases Nrf2 protein stability. (A) HEK293T cells were transfected with
Nrf2-ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-V5, serum starved for 16 h, and finally subjected to protein synthesis inhibition with 100 g/ml CHX. Whole-cell
lysates were prepared at the indicated times after addition of CHX. Upper blot, Nrf2-V5 protein levels. Lower blot, -actin levels showing similar
protein loads per lane. (B) The graph depicts the natural logarithm of the relative levels of the Nrf2-V5 protein as a function of CHX chase time.
The protein half-life was determined using the linear part of the degradation curve. (C) HEK293T cells were transfected with Nrf2-ETGE-V5 or
Nrf2-ETGE 6S/6A-V5, serum starved for 16 h, and then subjected to [35S]methionine/cysteine labeling for 1 h. Then, cells were incubated in
high-methionine- and cysteine-containing medium and collected at the indicated times. For the 120-min time point, the cells were treated with
MG132 as an internal control. Upper blot, 35S autoradiography; lower blot, anti-V5 antibody. (D) The graph shows the natural logarithm of the
relative levels of Nrf2 as a function of 35S chase time. The half-life has been determined in the linear range of the degradation curve.
FIG. 7. Mutation of the 6S cluster within the Neh6 domain renders
the Nrf2 protein insensitive to GSK-3. (A) HEK293T cells were trans-
fected with Nrf2-ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-V5, maintained in low-
serum medium for 16 h, and then incubated with 20 M SB216763 for
the indicated times. Upper blot, anti-V5 immunoblot; middle blot,
-catenin levels as a control of GSK-3 inhibition; lower blot, -actin
levels showing the similar protein loads per lane. (B) HEK293T cells
were transfected with either Nrf2ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-V5.
After 24 h they were further transfected with siRNAs for GSK-3,
GSK-3, or both or with a control scramble siRNA as described in
Materials and Methods. Cells were lysed 24 h after siRNA transfec-
tion. Upper blot, anti-V5 antibody; middle blot, GSK-3 and - pro-
tein levels; lower blot, -actin levels showing similar protein loads per
lane.
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down of GSK-3 did not alter the levels of the Nrf2
ETGE 6S/6A
-V5
protein (Fig. 7B). These data show that the six Ser residues
within or adjacent to the -TrCP destruction motif are neces-
sary for the degradation of Nrf2 stimulated by GSK-3.
The SCF/-TrCP complex does not promote ubiquitination
of Nrf2ETGE 6S/6A-V5. To gain further information about how
-TrCP negatively regulates Nrf2, we cotransfected HEK293T
cells with expression vectors for Nrf2ETGE-V5 or
Nrf2ETGE 6S/6A-V5 along with His-Ub and HA-GSK-3Y216F
or HA-GSK-39. The basal amount of ubiquitinated
Nrf2ETGE 6S/6A-V5 was smaller than that of Nrf2ETGE-V5
(Fig. 8A). It is noteworthy that we still detected ubiquitination
of Nrf2ETGE 6S/6A-V5, indicating the presence of other pos-
sible proteasome degradation motifs apart from those involv-
FIG. 8. The 6S cluster within the Neh6 domain is a target of -TrCP in a GSK-3-dependent manner. (A) p100 dishes of HEK293T cells
were transfected with the indicated plasmids. After transfection (24 h), a whole-cell lysate (input) and an affinity-purified His-tagged fraction
(His-Pull-down) were blotted with anti-V5 antibody. Upper panel, anti-V5 input detection; middle panel, ectopically expressed HA-tagged
GSK-3; lower panel, anti-V5 detection in His pulldown fractions. The bracket indicates the mobility of polyubiquitinated Nrf2-V5
(Nrf2-Ub) forms. (B) Keap1	/	 or Nrf2	/	 MEF cells were serum starved for 6 h before they were treated for a further 2 h with vehicle
control, 10 M LY294002, or 5 M CT99021. Thereafter, the fibroblasts that had been subjected to different treatments were harvested
separately, and each was lysed in 0.45 ml of buffer. A 50-l portion of the lysate was retained as “input” (labeled on the left), and the
remainder was immunoprecipitated with antibodies against either Nrf2 (labeled IP Nrf2) or -TrCP (labeled IP -TrCP) using Sepharose-
protein G beads. The immunoprecipitated material was analyzed by Western blotting using antibodies against Nrf2 or -TrCP as indicated
to the left of the blots. (C) HEK293T cells were cotransfected with the indicated plasmids or with an empty vector (Mock). One-fifth of
whole-protein lysate was used to control for protein expression as shown in the three upper panels. The rest of the protein lysates were
immunoprecipitated with anti-Flag or anti-V5 antibodies and immunoblotted as indicated in the four lower panels. The arrow points the
specific -TrCP immunoreactive band. (D) After cotransfection of HEK293T cells with either Nrf2ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-V5 and
-TrCPFbox-HA, cells were maintained in low-serum medium for 16 h. Upper panel, anti-V5 antibody; middle panel, anti-HA antibody;
lower panel, anti--actin antibody showing a similar protein load.
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ing Keap1 and -TrCP. As expected, HA-GSK-39 promoted
an increase in Nrf2ETGE-V5 ubiquitination, but, in contrast, it
did not change the amount of ubiquitinated Nrf2ETGE 6S/6A-V5.
Since substrate phosphorylation increases the affinity of
-TrCP for its target proteins, we used a coimmunoprecipita-
tion assay to examine whether the association of Nrf2 with
-TrCP is dependent on phosphorylation (Fig. 8B). GSK-3
activity was modulated in Keap1-null MEFs through indirect
activation of this kinase by serum starvation for 6 h or by the
use of LY294002 (10 M, 2 h) and direct inhibition with the
inhibitor CT99021 (5 M, 2 h). LY294002 inhibits the phos-
phatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt axis, which in these cells
is a negative regulator of GSK-3, and therefore produces an
increase in GSK-3 activity (data not shown). Nrf2-null MEFs
were used as a control. As expected, basal Nrf2 levels were
modified by these treatments, with slightly higher levels in
CT99021-treated cells and lower levels in LY294002-treated
and serum-starved cells. In pulldown experiments, equal im-
munoprecipitation of Nrf2 was achieved by using a limiting
amount of Nrf2 antibody. Interestingly, when Nrf2 was immu-
noprecipitated under these conditions, we observed co-IP of
-TrCP in complexes from serum-starved and LY294002-
treated cells, but less -TrCP was observed in complexes from
CT99021-treated cells. Conversely, when -TrCP was immu-
noprecipitated, the amount of Nrf2 recovered in the complex
was much larger under conditions of GSK-3 activation by ei-
ther serum starvation or LY294002 treatment than under con-
ditions where GSK-3 was inhibited with CT99021. These re-
sults indicate that association of Nrf2 and -TrCP is enhanced
by GSK-3-mediated phosphorylation.
Further evidence for the role of the Ser cluster of the Neh6
degron in interaction with -TrCP was obtained in HEK293T
cells cotransfected with expression vectors for Flag-tagged
-TrCP and either Nrf2ETGE-V5 or Nrf2ETGE 6S/6A-V5, to-
gether with either HA-GSK-3Y216F or HA-GSK-39 (Fig.
8C). After 24 h of recovery from transfection, cellular lysates
were immunoprecipitated with anti-V5 or anti-Flag antibodies.
Immunoprecipitation with both antibodies revealed that an
association was observed between -TrCP and Nrf2ETGE-V5
but not between -TrCP and Nrf2ETGE 6S/6A-V5. Further-
more, when HA-GSK-39 was overexpressed, we could detect
larger amounts of Nrf2ETGE-V5 bound to -TrCP but not
larger amounts of Nrf2ETGE 6S/6A-V5 bound to -TrCP.
These data correlate well with the results presented in Fig. 8A,
and together they show that the lower ubiquitination of the 6S
mutant is compatible with an inability to interact with -TrCP.
As shown in Fig. 8D, the lack of association between -TrCP
and Nrf2 was accompanied by a failure of SCF/-TrCP to
regulate the transcription factor. HEK293T cells were cotrans-
fected with expression vectors encoding either Nrf2ETGE-V5
or Nrf2ETGE 6S/6A-V5 and a dominant-negative -TrCPFbox-HA
mutant. Consistent with our previous findings (Fig. 4D), this
dominant-negative version of the SCF/-TrCP complex in-
creased the level of the Nrf2ETGE-V5 protein. In contrast,
the basal level of the Nrf2ETGE 6S/6A-V5 protein was higher
than that of Nrf2ETGE-V5, but it was insensitive to further
accumulation when coexpressed with -TrCPFbox-HA.
These findings suggest that the 6-Ser cluster within the Neh6
domain of Nrf2 is required in order to allow SCF/-TrCP to
negatively control the stability of Nrf2.
DISCUSSION
Since Nrf2 participates in multiple aspects of cell physiology,
it is essential that its activity is stringently controlled. Herein,
we have uncovered a novel pathway for Nrf2 degradation that
is controlled by GSK-3 and the SCF/-TrCP E3 ubiquitin li-
gase.
Some transcription factors, including Snail and -catenin,
are subject to dual regulation by GSK-3 in that the kinase
controls both their subcellular location and their degradation.
Thus, GSK-3 phosphorylates both Snail and -catenin at
6-Ser clusters, thereby modulating their subcellular distribu-
tion and their -TrCP-mediated ubiquitination (54). We spec-
ulated that Nrf2 might be similarly negatively regulated by
GSK-3 and -TrCP. In the present article, we have focused on
the regulation of Nrf2 stability by GSK3/-TrCP because
Salazar et al. (39) have already described the nuclear exclusion
of Nrf2 following its modification by GSK-3. Now we report
that a potent and selective inhibitor of GSK-3, SB216367
(arylindolemaleimide; IC50, 34 nM) (also data not shown with
CT99021, aminopyrimidine; IC50, 10 nM [30]), and siRNAs
against GSK-3 isoforms produce an increase in the level of the
Nrf2 protein. Stabilization of Nrf2 following GSK-3 inhibition
occurred in Keap1-deficient MEFs and in an ectopically ex-
pressed Nrf2ETGE mutant that is insensitive to repression by
Keap1. Therefore, regulation of Nrf2 protein stability by
GSK-3 represents a previously unrecognized mechanism that is
independent of the canonical Keap1 degradation pathway.
Within its Neh6 domain, Nrf2 contains a conserved region
that conforms to the consensus motif recognized by -TrCP.
Thus, Neh6 contains a typical DSG motif followed by an iso-
leucine and a phosphorylatable Ser residue. This DSGIS se-
quence is identical to that found in the erythropoietin receptor
(31) and the Yes-associated protein (52). Interestingly, using a
completely different approach, McMahon et al. (29) reported a
Keap1-independent degron in the same region of Nrf2 that
-TrCP recognizes and postulated that it limited the stability
of the transcription factor during redox stress, when the E3
ubiquitin ligase substrate adaptor activity of Keap1 is inhibited.
The region in mouse Nrf2 that was identified as a redox-
independent degron by McMahon and colleagues was nar-
rowed down to residues 329 to 339, but this was not reported
to be a -TrCP binding site, nor was it appreciated that it could
be phosphorylated by GSK-3. We now propose that this redox-
independent degron in the Neh6 domain also contains a cluster
of Ser residues (in mouse Nrf2 these are Ser335, Ser338,
Ser342, Ser347, Ser351, and Ser355) that are phosphorylated
by GSK-3, probably in concert with other kinases.
GSK-3 provides a complex mode of regulation by protein
phosphorylation, and presumably this applies to the phosphor-
ylation of Nrf2. For the purpose of this discussion, we will
exemplify GSK-3 and - regulation of Nrf2 with the Ser/Thr
protein kinase Akt. In cells exposed to growth and trophic
factors, it is expected that GSK-3 and - will be inactivated by
Akt-mediated phosphorylation at Ser21 and Ser9, respectively.
On the other hand, during prolonged oxidative stress when Akt
is downregulated (for instance, by ceramide-activated phos-
phatase) (27, 40), it is likely that GSK-3 activity will increase.
Moreover, the mechanism of action is also unusual in that
GSK-3 shows a preference for substrates that have been phos-
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phorylated previously by other kinases. Experiments under way
will identify the residues in Nrf2 phosphorylated by GSK-3 and
other cooperating kinases that cause activation of the Neh6
phosphodegron. Nevertheless, we can conclude from the data
presented herein that phosphorylation of the Neh6 degron by
GSK-3 generates a structural motif that is recognized by the
-TrCP E3 ligase.
Therefore, at least two mechanisms have evolved to con-
trol ubiquitin-proteasome-dependent degradation of Nrf2:
the first, based on redox-dependent interactions between
the Neh2 domain of Nrf2 and Keap1, leads to ubiquitination
via the Keap1-Cul3/Rbx1 E3 ligase complex; the second,
based on phosphorylation of the Neh6 domain of Nrf2, leads
to ubiquitination via a -TrCP/Cul1 E3 ligase complex. Both
regulatory mechanisms must act in concert, and they may
reflect differential regulation of Nrf2 under distinct physio-
logical circumstances. In Fig. 9, we propose a “dual degra-
dation” model that allows cross talk between both pathways
under several physiological and pathological conditions, as
follows.
(i) In a normal redox environment with typical growth and
trophic support, a minimal amount of Nrf2 activity is required
to maintain basal expression of some ARE-driven genes. Un-
der these circumstances, the thiol groups of the redox-sensitive
Cys residues in Keap1 are unmodified because electrophiles
and prooxidants are present at low levels, and GSK-3 and -
should be inhibited by phosphorylation at Ser21 and Ser9,
respectively, by active kinases such as Akt. Hence, under these
conditions Nrf2 degradation occurs mainly via Keap1-Cul3/
Rbx1 complexes.
(ii) Under the circumstances of strong oxidant or electro-
philic injury with typical growth and trophic support, both
GSK-3 and Nrf2 are subject to a temporal biphasic regula-
tion. In the initial phase, oxidative stress leads to inhibition
of several phosphatases, resulting in activation of Akt and
further phosphorylation of GSK-3, causing inactivation of
the kinase (27). At the same time, modification of thiols in
Keap1 will lead to its inactivation and to stabilization of
Nrf2, which will result in the induction of ARE-driven
genes. In the late phase, Akt will be inhibited by ceramide-
activated phosphatases or other mechanisms, and GSK-3
will become activated. Following its activation, GSK-3 will
target Nrf2 for -TrCP-mediated proteasomal degradation.
Thus, we predict that under these conditions, GSK-3 and
-TrCP should provide the predominant mechanism by
which Nrf2 is ubiquitinated and directed to the 26S protea-
some for degradation. This biphasic model has a relevant
corollary on cell fate: if GSK-3 is activated before Nrf2
restores redox homeostasis, cells should die as a result of
oxidative stress.
(iii) Under conditions of modest redox perturbation and
deprivation of growth or trophic support or signaling, leading
to GSK-3 activation, the thiol groups in Keap1 will not be
modified to a substantial degree, and it should target Nrf2 for
degradation in a relatively efficient manner. At the same time,
activation of GSK-3 will also target Nrf2 for degradation
through the -TrCP pathway. The suppression of Nrf2 activity
to below normal levels will lead to a further diminution in the
basal expression of antioxidant and detoxification genes,
thereby sensitizing cells to oxidative stress. Under such circum-
stances, the ensuing accumulation of ROS will oxidize critical
Cys residues in Keap1, leading to a loss of its substrate adaptor
activity, which allows Nrf2 to escape Cul3/Rbx1-directed deg-
radation and in turn enables redox homeostasis to be restored.
In this scenario, Keap1 cycles between the reduced and oxi-
dized state, and it compensates the redox fluctuations that
result from Nrf2 being targeted for degradation by -TrCP.
The above “dual degradation” model has implications in
pathology and the design of new therapeutic strategies. For
instance, low Keap1 activity has been reported in tumors of
lung, gallbladder, breast, and head and neck origins (re-
viewed in reference 12), suggesting that increases in Nrf2
may, in certain circumstances, contribute to the develop-
ment of neoplastic disease. We speculate that drugs that
activate GSK-3, such as Akt inhibitors, might be of thera-
peutic value because they may decrease Nrf2 levels through
stimulating -TrCP-mediated degradation. In neurodegen-
erative pathologies, including Alzheimer’s and Parkinson’s
diseases, or even during the normal aging process, where
exacerbated GSK-3 activity has been reported, we specu-
late that -TrCP-mediated degradation of Nrf2 may be re-
sponsible for oxidative stress that accompanies these condi-
tions. In such instances, chemopreventive agents might
block Keap1 activity and lead to increases in Nrf2 levels that
could correct perturbations in redox homeostasis. Indeed, it
has been reported that lipoic acid restores the decline in
glutathione levels and Nrf2 transcriptional activity that oc-
curs with aging (43). Similarly, SFN is neuroprotective in a
model of Parkinsonism in mice exposed to 1-methyl-4-phe-
nyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (A. Jazwa, A. I. Rojo, N. G.
Innamorato, and A. Cuadrado, unpublished results). More-
over, under these pathological conditions GSK-3 inhibitors
should also cooperate to increase Nrf2 levels.
In conclusion, the results presented here have revealed a
Keap1-independent mechanism by which the stability of
Nrf2 is controlled through GSK-3/-TrCP. This newly iden-
tified mechanism must act in concert with the canonical
Keap1 pathway. While the “dual degradation” model pre-
sented here is still speculative, it provides the basis to assess
the contribution of each degron pathway in different phys-
iological and pathological scenarios and to evaluate their
potential use in therapy.
FIG. 9. Scheme showing the main participants in the “dual degra-
dation” model. See Discussion for details.
VOL. 31, 2011 -TrCP-DEPENDENT DEGRADATION OF Nrf2 1131
ACKNOWLEDGMENTS
This work was supported by grants SAF2007-62646 and SAF2010-
17822 from the Spanish Ministry of Science and Innovation (awarded
to A.C.), by grants C4909/A5942 and C4909/A9990 from Cancer Re-
search UK (awarded to J.D.H.), and by a grant from Tenovus Scotland
(awarded to M.M. and J.D.H.). P.R. is a recipient of a Formacio´n de
Profesorado Universitario fellowship from the Spanish Ministry of
Science and Innovation.
We thank Ronald T. Hay, Calum Sutherland, and Lindsay A. Allan
for valuable discussions.
REFERENCES
1. Aberle, H., A. Bauer, J. Stappert, A. Kispert, and R. Kemler. 1997. Beta-
catenin is a target for the ubiquitin-proteasome pathway. EMBO J. 16:3797–
3804.
2. Apopa, P. L., X. He, and Q. Ma. 2008. Phosphorylation of Nrf2 in the
transcription activation domain by casein kinase 2 (CK2) is critical for the
nuclear translocation and transcription activation function of Nrf2 in
IMR-32 neuroblastoma cells. J. Biochem. Mol. Toxicol. 22:63–76.
3. Calkins, M. J., et al. 2009. The Nrf2/ARE pathway as a potential therapeutic
target in neurodegenerative disease. Antioxid. Redox Signal. 11:497–508.
4. Cuadrado, A., P. Moreno-Murciano, and J. Pedraza-Chaverri. 2009. The
transcription factor Nrf2 as a new therapeutic target in Parkinson’s disease.
Expert Opin. Ther. Targets 13:319–329.
5. Cullinan, S. B., J. D. Gordan, J. Jin, J. W. Harper, and J. A. Diehl. 2004. The
Keap1-BTB protein is an adaptor that bridges Nrf2 to a Cul3-based E3
ligase: oxidative stress sensing by a Cul3-Keap1 ligase. Mol. Cell. Biol.
24:8477–8486.
6. Cullinan, S. B., et al. 2003. Nrf2 is a direct PERK substrate and effector of
PERK-dependent cell survival. Mol. Cell. Biol. 23:7198–7209.
7. Ding, Q., et al. 2007. Degradation of Mcl-1 by beta-TrCP mediates glycogen
synthase kinase 3-induced tumor suppression and chemosensitization. Mol.
Cell. Biol. 27:4006–4017.
8. Dinkova-Kostova, A. T., et al. 2002. Direct evidence that sulfhydryl groups of
Keap1 are the sensors regulating induction of phase 2 enzymes that protect
against carcinogens and oxidants. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99:11908–
11913.
9. Feldman, R. M., C. C. Correll, K. B. Kaplan, and R. J. Deshaies. 1997. A
complex of Cdc4p, Skp1p, and Cdc53p/cullin catalyzes ubiquitination of the
phosphorylated CDK inhibitor Sic1p. Cell 91:221–230.
10. Furukawa, M., and Y. Xiong. 2005. BTB protein Keap1 targets antioxidant
transcription factor Nrf2 for ubiquitination by the Cullin 3-Roc1 ligase. Mol.
Cell. Biol. 25:162–171.
11. Hayakawa, M., H. Kitagawa, K. Miyazawa, M. Kitagawa, and K. Kikugawa.
2005. The FWD1/beta-TrCP-mediated degradation pathway establishes a
‘turning off switch’ of a Cdc42 guanine nucleotide exchange factor, FGD1.
Genes Cells 10:241–251.
12. Hayakawa, M., et al. 2008. Novel insights into FGD3, a putative GEF for
Cdc42, that undergoes SCF(FWD1/beta-TrCP)-mediated proteasomal deg-
radation analogous to that of its homologue FGD1 but regulates cell mor-
phology and motility differently from FGD1. Genes Cells 13:329–342.
13. Hayes, J. D., and M. McMahon. 2009. NRF2 and KEAP1 mutations: per-
manent activation of an adaptive response in cancer. Trends Biochem. Sci.
34:176–188.
14. Homma, S., et al. 2009. Nrf2 enhances cell proliferation and resistance to
anticancer drugs in human lung cancer. Clin. Cancer Res. 15:3423–3432.
15. Huang, H. C., T. Nguyen, and C. B. Pickett. 2000. Regulation of the anti-
oxidant response element by protein kinase C-mediated phosphorylation of
NF-E2-related factor 2. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:12475–12480.
16. Innamorato, N. G., I. Lastres-Becker, and A. Cuadrado. 2009. Role of
microglial redox balance in modulation of neuroinflammation. Current
Opin. Neurol. 22:308–314.
17. Innamorato, N. G., et al. 2008. The transcription factor Nrf2 is a therapeutic
target against brain inflammation. J. Immunol. 181:680–689.
18. Jain, A. K., and A. K. Jaiswal. 2006. Phosphorylation of tyrosine 568 controls
nuclear export of Nrf2. J. Biol. Chem. 281:12132–12142.
19. Kang, T., et al. 2008. GSK-3 beta targets Cdc25A for ubiquitin-mediated
proteolysis, and GSK-3 beta inactivation correlates with Cdc25A overpro-
duction in human cancers. Cancer Cell 13:36–47.
20. Kobayashi, A., et al. 2004. Oxidative stress sensor Keap1 functions as an
adaptor for Cul3-based E3 ligase to regulate proteasomal degradation of
Nrf2. Mol. Cell. Biol. 24:7130–7139.
21. Kobayashi, M., and M. Yamamoto. 2006. Nrf2-Keap1 regulation of cellular
defense mechanisms against electrophiles and reactive oxygen species. Adv.
Enzyme Regul. 46:113–140.
22. Latres, E., D. S. Chiaur, and M. Pagano. 1999. The human F box protein
beta-Trcp associates with the Cul1/Skp1 complex and regulates the stability
of beta-catenin. Oncogene 18:849–854.
23. Li, X., J. Liu, and T. Gao. 2009. Beta-TrCP-mediated ubiquitination and
degradation of PHLPP1 are negatively regulated by Akt. Mol. Cell. Biol.
29:6192–6205.
24. Limon-Mortes, M. C., et al. 2008. UV-induced degradation of securin is
mediated by SKP1-CUL1-beta TrCP E3 ubiquitin ligase. J. Cell Sci. 121:
1825–1831.
25. Maher, J., and M. Yamamoto. 2010. The rise of antioxidant signaling—the
evolution and hormetic actions of Nrf2. Toxicol. Appl. Pharmacol. 244:4–15.
26. Martin, D., et al. 2004. Regulation of heme oxygenase-1 expression through
the phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway and the Nrf2 transcription
factor in response to the antioxidant phytochemical carnosol. J. Biol. Chem.
279:8919–8929.
27. Martin, D., M. Salinas, N. Fujita, T. Tsuruo, and A. Cuadrado. 2002. Cer-
amide and reactive oxygen species generated by H2O2 induce caspase-3-
independent degradation of Akt/protein kinase B. J. Biol. Chem. 277:42943–
42952.
28. McMahon, M., N. Thomas, K. Itoh, M. Yamamoto, and J. D. Hayes. 2006.
Dimerization of substrate adaptors can facilitate cullin-mediated ubiquity-
lation of proteins by a “tethering” mechanism: a two-site interaction model
for the Nrf2-Keap1 complex. J. Biol. Chem. 281:24756–24768.
29. McMahon, M., N. Thomas, K. Itoh, M. Yamamoto, and J. D. Hayes. 2004.
Redox-regulated turnover of Nrf2 is determined by at least two separate
protein domains, the redox-sensitive Neh2 degron and the redox-insensitive
Neh6 degron. J. Biol. Chem. 279:31556–31567.
30. Meijer, L., M. Flajolet, and P. Greengard. 2004. Pharmacological inhibitors
of glycogen synthase kinase 3. Trends Pharmacol. Sci. 25:471–480.
31. Meyer, L., et al. 2007. Beta-Trcp mediates ubiquitination and degradation of
the erythropoietin receptor and controls cell proliferation. Blood 109:5215–
5222.
32. Nioi, P., and T. Nguyen. 2007. A mutation of Keap1 found in breast cancer
impairs its ability to repress Nrf2 activity. Biochem. Biophys. Res. Commun.
362:816–821.
33. Pan, Y., C. B. Bai, A. L. Joyner, and B. Wang. 2006. Sonic hedgehog signaling
regulates Gli2 transcriptional activity by suppressing its processing and deg-
radation. Mol. Cell. Biol. 26:3365–3377.
34. Papkoff, J., and M. Aikawa. 1998. WNT-1 and HGF regulate GSK3 beta
activity and beta-catenin signaling in mammary epithelial cells. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 247:851–858.
35. Petroski, M. D., and R. J. Deshaies. 2005. In vitro reconstitution of SCF sub-
strate ubiquitination with purified proteins. Methods Enzymol. 398:143–158.
36. Pi, J., et al. 2007. Molecular mechanism of human Nrf2 activation and
degradation: role of sequential phosphorylation by protein kinase CK2. Free
Radic. Biol. Med. 42:1797–1806.
37. Rojo, A. I., et al. 2008. Functional interference between glycogen synthase
kinase-3 beta and the transcription factor Nrf2 in protection against kainate-
induced hippocampal cell death. Mol. Cell Neurosci. 39:125–132.
38. Rojo, A. I., M. R. Sagarra, and A. Cuadrado. 2008. GSK-3beta down-regu-
lates the transcription factor Nrf2 after oxidant damage: relevance to expo-
sure of neuronal cells to oxidative stress. J. Neurochem. 105:192–202.
39. Salazar, M., A. I. Rojo, D. Velasco, R. M. de Sagarra, and A. Cuadrado.
2006. Glycogen synthase kinase-3beta inhibits the xenobiotic and antioxidant
cell response by direct phosphorylation and nuclear exclusion of the tran-
scription factor Nrf2. J. Biol. Chem. 281:14841–14851.
40. Salinas, M., R. Lopez-Valdaliso, D. Martin, A. Alvarez, and A. Cuadrado.
2000. Inhibition of PKB/Akt1 by C2-ceramide involves activation of ceram-
ide-activated protein phosphatase in PC12 cells. Mol. Cell Neurosci. 15:156–
169.
41. Shibata, T., et al. 2008. Cancer related mutations in NRF2 impair its rec-
ognition by Keap1-Cul3 E3 ligase and promote malignancy. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 105:13568–13573.
42. Skowyra, D., K. L. Craig, M. Tyers, S. J. Elledge, and J. W. Harper. 1997.
F-box proteins are receptors that recruit phosphorylated substrates to the
SCF ubiquitin-ligase complex. Cell 91:209–219.
43. Suh, J. H., et al. 2004. Decline in transcriptional activity of Nrf2 causes
age-related loss of glutathione synthesis, which is reversible with lipoic acid.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101:3381–3386.
44. Sun, Z., Z. Huang, and D. D. Zhang. 2009. Phosphorylation of Nrf2 at
multiple sites by MAP kinases has a limited contribution in modulating the
Nrf2-dependent antioxidant response. PloS One 4:e6588.
45. Treier, M., L. M. Staszewski, and D. Bohmann. 1994. Ubiquitin-dependent
c-Jun degradation in vivo is mediated by the delta domain. Cell 78:787–798.
46. Varghese, B., et al. 2008. Polyubiquitination of prolactin receptor stimulates
its internalization, postinternalization sorting, and degradation via the lyso-
somal pathway. Mol. Cell. Biol. 28:5275–5287.
47. Wakabayashi, N., et al. 2004. Protection against electrophile and oxidant
stress by induction of the phase 2 response: fate of cysteines of the Keap1
sensor modified by inducers. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101:2040–2045.
48. Wang, B., and Y. Li. 2006. Evidence for the direct involvement of TrCP in
Gli3 protein processing. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 103:33–38.
49. Yu, X., and T. Kensler. 2005. Nrf2 as a target for cancer chemoprevention.
Mutation Res. 591:93–102.
50. Zhang, D. D., and M. Hannink. 2003. Distinct cysteine residues in Keap1 are
required for Keap1-dependent ubiquitination of Nrf2 and for stabilization of
1132 RADA ET AL. MOL. CELL. BIOL.
Nrf2 by chemopreventive agents and oxidative stress. Mol. Cell. Biol. 23:
8137–8151.
51. Zhang, D. D., S. C. Lo, J. V. Cross, D. J. Templeton, and M. Hannink. 2004.
Keap1 is a redox-regulated substrate adaptor protein for a Cul3-dependent
ubiquitin ligase complex. Mol. Cell. Biol. 24:10941–10953.
52. Zhao, B., L. Li, K. Tumaneng, C. Y. Wang, and K. L. Guan. 2010. A
coordinated phosphorylation by Lats and CK1 regulates YAP stability
through SCF(beta-TRCP). Genes Dev. 24:72–85.
53. Zhao, F., et al. 2009. Nrf2 promotes neuronal cell differentiation. Free Radic.
Biol. Med. 47:867–879.
54. Zhou, B. P., et al. 2004. Dual regulation of Snail by GSK-3beta-mediated
phosphorylation in control of epithelial-mesenchymal transition. Nat. Cell
biol. 6:931–940.
55. Zhu, Z., and M. Kirschner. 2002. Regulated proteolysis of Xom mediates
dorsoventral pattern formation during early Xenopus development. Dev.
Cell 3:557–568.
VOL. 31, 2011 -TrCP-DEPENDENT DEGRADATION OF Nrf2 1133
Free Radical Biology & Medicine 52 (2012) 473–487
Contents lists available at SciVerse ScienceDirect
Free Radical Biology & Medicine
j ourna l homepage: www.e lsev ie r .com/ locate / f reeradb iomedOriginal Contribution
Signaling pathways activated by the phytochemical nordihydroguaiaretic acid
contribute to a Keap1-independent regulation of Nrf2 stability: Role of glycogen
synthase kinase-3
Ana I. Rojo a,b,1, Omar Noel Medina-Campos c,1, Patricia Rada a, Adverqueydi Zúñiga-Toalá c,
Areli López-Gazcón c, Sandra Espada a, José Pedraza-Chaverri c,⁎, Antonio Cuadrado a,⁎⁎
a Departamento de Bioquímica e Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” UAM-CSIC, Centro de Investigación en Red Sobre Enfermedades Neurodegenerativas, Instituto de
Investigación Sanitaria la Paz, Madrid 28029, Spain
b Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Spain
c Departamento de Biología, Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de México, 04510 Mexico City, Mexico⁎ Corresponding author. Fax: +52 55 5622 3878.
⁎⁎Corresponding author.
E-mail addresses: pedraza@unam.mx (J. Pedraza-Ch
antonio.cuadrado@uam.es (A. Cuadrado).
1 These authors contributed equally to this work.
0891-5849/$ – see front matter © 2011 Elsevier Inc. All
doi:10.1016/j.freeradbiomed.2011.11.003a b s t r a c ta r t i c l e i n f oArticle history:
Received 13 August 2011
Revised 3 November 2011
Accepted 4 November 2011
Available online 12 November 2011
Keywords:
Nordihydroguaiaretic acid
Nrf2
HO-1
Cell signaling
Cytoprotection
Free radicalsDefense against oxidative stress is executed by an antioxidant program that is tightly controlled by the tran-
scription factor Nrf2. The stability of Nrf2 involves the interaction of two degradation domains, designated
Neh2 and Neh6, with the E3 ubiquitin ligase adaptors, Keap1 and β-TrCP, respectively. The regulation of
Nrf2 through the Neh6 degron remains largely unexplored but requires GSK-3 to form a phosphodegron.
In this study, the cancer-chemopreventive agent nordihydroguaiaretic acid (NDGA) increased the level of
Nrf2 protein and expression of heme oxygenase-1 (HO-1) in kidney-derived LLC-PK1 and HEK293T cells
and in wild-type mouse embryo ﬁbroblasts (MEFs). However, NDGA did not induce HO-1 in Nrf2−/− MEFs,
indicating that Nrf2 is required for induction. The relevance of the Nrf2/HO-1 axis to antioxidant protection
was further demonstrated by the ﬁnding that the HO-1 inhibitor stannous-mesoporphyrin abolished protec-
tion against hydrogen peroxide conferred by NDGA. NDGA increasedNrf2 andHO-1 protein levels in Keap1−/−
MEFs, implying that Keap1-independent mechanisms regulate Nrf2 stability. Mutants of the Neh2 or Nrh6 do-
main and chimeric proteins comprising cyan ﬂuorescent protein fused to Neh2 and green ﬂuorescent protein
fused to Neh6 exhibited longer half-lives in the presence of NDGA, demonstrating that NDGA targets both the
Neh2 and the Neh6 degrons. In common with other chemopreventive agents, NDGA activated the ERK1/2,
p38, JNK, and PI3K pathways. By using selective kinase inhibitors we found that PI3K, JNK, and p38were respon-
sible for the stabilization of Nrf2 and induction of HO-1 by NDGA. To explain how NDGAmight up-regulate Nrf2
in a Keap1-independentmannerwe explored the participation of GSK-3β because it controls the Neh6 phospho-
degron. Importantly, NDGA caused inhibitory phosphorylation of GSK-3β at Ser9 and at Thr390, and this was as-
sociated with a substantial reduction in Neh6 phosphorylation. Our study demonstrates that NDGA activates
Nrf2 through multiple signaling cascades and identiﬁes GSK-3β as an integrator of these signaling pathways
and a gatekeeper of Nrf2 stability at the level of the Neh6 phosphodegron.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.Transcription factor Nrf2 is a cap'n’collar (CNC) basic-region leucine
zipper (bZIP) protein that has emerged in recent years as amaster regu-
lator of cellular redox homeostasis [1]. It controls the expression ofmore
than 100 genes that contain antioxidant response elements (AREs) in
their promoter regulatory regions [2], including those encoding antioxi-
dant proteins such as heme oxygenase-1 (HO-1) [3]. Collectively, these
enzymes participate in scavenging reactive oxygen species (ROS) and
maintaining redox homeostasis. It is becoming increasingly evidentaverri),
rights reserved.that Nrf2 contributes to many physiological processes, including de-
toxiﬁcation, biotransformation, inﬂammation, cytoprotection, pro-
liferation, aging, etc., and that consequently its activity must be
tightly controlled for optimal response to endogenous and exoge-
nous agents.
Nrf2 is controlled primarily at the level of protein stability, be-
cause of the presence of at least two degradation domains (degrons)
within its Neh2 and Neh6 domains [4,5]. The Neh2 domain (residues
1–90) contains a redox-sensitive degron that under unstressed condi-
tions interacts with the redox sensor Keap1 to allow ubiquitination
and subsequent degradation of Nrf2 [6–9]. The interaction between
the Neh2 domain and Keap1 occurs via two motifs in the CNC–bZIP
protein, a high-afﬁnity ETGE motif and a low-afﬁnity DLG motif,
each interacting with a separate Kelch-repeat domain present in the
474 A.I. Rojo et al. / Free Radical Biology & Medicine 52 (2012) 473–487Keap1 homodimer [10,11]. In addition to its interaction with Nrf2,
Keap1 also binds Cullin-3 (Cul3), which forms a core E3 ubiquitin li-
gase complex through an association with ring-box 1 protein (Rbx1,
also called Roc1) [6–9]. The Keap1–Cul3–Rbx1 complex ubiquitinates
Nrf2 and targets it for proteasomal degradation only under normal
redox conditions. However, upon exposure to oxidants or electro-
philes, at least Cys151, Cys273, and Cys288 in Keap1 become modi-
ﬁed, leading to a disturbance in the interaction between Nrf2 and
Keap1 [12–14]. Failure of Keap1 to dock properly to the Neh2 domain
permits Nrf2 to escape ubiquitination by Cul3–Rbx1 [13–15]. Thus,
stress-related modiﬁcation of Keap1 results in Nrf2 stabilization, ac-
cumulation of the transcription factor in the nucleus, and up-
regulation of ARE-driven genes. Regulation of Nrf2 stability through
an interaction between its Neh2 domain and Keap1 seems to be the
main redox-sensitive mechanism that accounts for cellular adapta-
tion to oxidative stress [16].
The Neh6 domain (residues 300–378) contains a degron that in-
cludes a DSGmotif embedded in a cluster of serine residues. This region
is a docking site for the adaptor proteinβ-TrCP, whichmediates the ubi-
quitination of Nrf2 by a Cullin1–Rbx1 complex [5]. Although very little
is known about the regulation of Nrf2 by β-TrCP-dependent ubiquitina-
tion, evidence from other well-established β-TrCP substrates, such as
Snail, β-catenin, Gli2 and Gli3, Xom, Cdc25a, FGD1 and FGD3, Mcl-1,
securin, prolactin receptor, and the phosphatase PHLPP1 [17], suggests
that the association between Nrf2 and β-TrCP is likely to be facilitated
by phosphorylation of serine residues within and around the region in
Nrf2 to which β-TrCP binds. Indeed, we have reported that, as for
other β-TrCP substrates, the Neh6 degron is phosphorylated at least in
part by glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) [5]. Although the regula-
tion of Nrf2 by Keap1 is now well established, very little is known
about the regulation of Nrf2 by β-TrCP. Moreover, it is not known
whether either endogenous signals or xenobiotics can antagonize the
Neh6 degron.
Xenobiotic compounds that activate Nrf2 are diverse and share
few common properties except for their ability to modify sulfhydryl
groups of cysteines by oxidation or adduct formation. These classes
include allyl sulﬁdes, dithiolethiones, ﬂavonoids, isothiocyanates,
polyphenols, terpenoids, etc. [18,19]. Therefore much attention has
been devoted to studying how these compounds alter the interaction
between Keap1 and Neh2, which leads to Nrf2 stabilization [20]. On
the other hand, numerous studies have consistently demonstrated
that many xenobiotics, including chemopreventive agents, stimulate
cell signaling cascades that participate in Nrf2 regulation. Although
most compounds activate more than one kinase cascade they seem to
show some preference. For instance, carnosol, tert-butylhydroqui-
none (tBHQ), triterpenoids, and statins may use mostly Akt signaling
[21–25]; curcumin, α-lipoic acid, quercetin, and hydroxychalcones
may use stress-related MAP kinases p38, JNK, or ERK [23,25-27];
most compounds, including some of those mentioned above and res-
veratrol, brazilin, or epigallocatechin-3-gallate seem to require a
combination of Akt and ERK [28–30], and kahweol requires both
Akt and p38 [31].
Whereas stimulation of the above signaling pathways by xenobi-
otics has been thoroughly studied, little effort has been made to deter-
mine the cross talk among them or to identify a common downstream
effector, such as GSK-3, that might integrate these pathways at the
level of Nrf2. Therefore, it is still not clear how these compounds
might signal to up-regulate Nrf2 aside from the Keap1 interaction. To
address this question, in this study, we have analyzed the activation of
Nrf2 and the cytoprotective response elicited by induction of HO-1 in
response to the dicatechol nordihydroguaiaretic acid (NDGA). As will
be shown in this study, NDGA targets a variety of signaling pathways
that include PI3K/Akt and the MAP kinases ERK1/2, p38, and JNK. In
addition, this compound has been reported to inhibit receptor tyro-
sine kinase signaling by growth factors such as IGF-1 [32] and it has
been used as an inhibitor of lipooxygenase. Consequently, NDGAprovides a complex but integrative model to study how xenobiotics
might activate various signaling pathways that converge at the up-
regulation of Nrf2.
NDGA, more rigorously termed 4-[4-(3,4-dihydroxyphenyl)-2,3-
dimethylbutyl] benzene-1,2-diol, is a phenolic lignan containing two
o-catechols at the ends of a short alkane chain (Supplementary Fig.
1A). It was originally isolated from Larrea tridentata and infusions
from this plant have been used in popular medicine for multiple dis-
eases [33]. NDGA is a bifunctional antioxidant, i.e., it has intrinsic
ROS-scavenging activity and indirect antioxidant properties due to
the induction of expression of antioxidant genes [34]. As an antioxi-
dant molecule, NDGA is a potent in vitro scavenger of peroxynitrite,
singlet oxygen, hydroxyl radical, superoxide anion, and hypochlorous
acid [35,36]. In addition to its intrinsic antioxidant nature, we have
previously shown that NDGA induces the expression of the antioxi-
dant enzyme HO-1 through Nrf2 in primary cultures of cerebellar
granule neurons [37].
In this study, we have explored how various signaling pathways
elicited by the model chemopreventive agent NDGA might lead to
Nrf2 stabilization. Our ﬁndings indicate that NDGA targets both the
Neh2 and the Neh6 degrons to increase Nrf2 stability and that multiple
kinase cascades confer Nrf2 stability by preventing GSK-3-mediated
degradation of Nrf2 through the Neh6 degron.
Material and methods
Cell culture and reagents
Porcine LLC-PK1 cells, human HEK293T cells, and mouse embryo ﬁ-
broblasts (MEFs) were cultured in Dulbecco's modiﬁed Eagle's medium
(DMEM; high glucose concentration) supplemented with 10% fetal bo-
vine serum, 0.33% sodium bicarbonate, and antibiotics (100 units/ml
penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin) under a humidiﬁed atmosphere of
5% CO2 at 37 °C. Keap1−/− and Keap1+/+ MEFs were kindly provided
by Dr. Ken Itoh (Center for Advanced Medical Research, Hirosaki Uni-
versity Graduate School of Medicine, Hirosaki, Japan). All tissue culture
reagents were fromGIBCO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA). NDGA,
bovine serumalbumin (BSA), ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 2-
[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid (Hepes),
dithiothreitol (DTT), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium (MTT), phenylmethylsulfonyl ﬂuoride (PMSF), Fluoromount
aqueous mounting medium, poly-L-lysine, paraformaldehyde, Hoechst
33258, ﬂuorescein diacetate (FDA), and protein kinase inhibitors
LY294002, PD98059, SB203580, SP600125, and SB216763 were pur-
chased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dihydroethidium
(DHE), 5-(and-6)-carboxy-2′,7′-dichlorodihydroﬂuorescein diacetate
(carboxy-H2DCFDA), and 5,5′,6,6′-tetrachloro-1,1′,3,3′-tetraethylben-
zimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1) were from Invitrogen. Stannous
mesoporphyrin (SnMP) was from Frontier Scientiﬁc (Logan, UT, USA).
H2O2 and isopropanol were from J.T. Baker (Mallinckrodt Baker S.A. de
C.V., Xalostoc, Edo. de México, México). Biodyne-B nylon membranes
were from Thermo Fisher Scientiﬁc (Waltham, MA, USA). Kinase inhib-
itors and NDGAwere dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). The ﬁnal
concentration of DMSO in cell culture was less than 0.2%.
Plasmids
For luciferase assays we used an expression vector for Renilla (Pro-
mega, Madison, WI, USA) and ARE-Luc (a gift from Dr. J. Alam, De-
partment of Molecular Genetics, Ochsner Clinic Foundation, New
Orleans, LA, USA).Vector pCFP-Neh2 (2–101) was generated by PCR
ampliﬁcation using the following primers: forward, 5′-TAACAAGCTTTG-
GATTTGATTGACATC-3′, and reverse, 5′-TAACAAGCTTCTACATA-
CAGTCTTCAAA-3′. The pcDNA3.1/V5HisB-mNrf2 plasmid was used as
template. HindIII sites in italic were used to introduce PCR products
into pCFP-CI (Clontech). For vector pEGFP-Neh6 (306–483) the primers
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verse, 5′-TAACGGATCCTTAATTGAATTGCTCCTT-3′, and the pcDNA3.1/
V5HisB-mNrf2 plasmid was used as template. XhoI and BamHI sites in
italic were used to introduce PCR products into pEGFP-CI (Clontech). All
sequences were veriﬁed by automated sequencing. Plasmids pcDNA3.1/
V5-mNrf2, pcDNA3.1/V5-mNrf2ΔETGE, pcDNA3.1/V5-mNrf26S/6A, and
pcDNA3.1/V5-mNrf2ΔETGE6S/6A have been described elsewhere [5].
Antibodies
Nrf2 and lamin B1 antibodies were from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA); HO-1 antibodies were from Assay Designs
(Ann Arbor, MI, USA); Akt, SAPK/JNK, ERK1/2, p38, phospho-Akt
(S473), phospho-SAPK/JNK, phospho-ERK1/2, and phospho-p38 anti-
bodies were from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA); tu-
bulin antibodies were from Sigma–Aldrich; actin antibodies were
from Chemicon (Temecula, CA, USA) and Santa Cruz Biotechnology;
goat anti-mouse and goat anti-rabbit horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies were from Assay Designs; and ﬂuo-
rescein isothiocyanate (FITC)-conjugated secondary antibodies were
from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA).
Cell viability assessed by MTT reduction, FDA hydrolysis, and lactate
dehydrogenase (LDH) activity
Cells were washed three times with phosphate-buffered saline
(PBS) followed by the addition of MTT (0.125 mg/ml) and incubation
for 1 h at 37 °C or by the addition of FDA (2 μg/ml) and incubation for
5 min at 37 °C. For MTT assay, the medium was discarded, formazan
crystals were dissolved in isopropanol acid (0.1 N HCl in isopropa-
nol), and the absorbance was measured at 570 nm. For FDA assay,
ﬂuorescence was read at excitation of 485 nm and emission of
520 nm. In the LDH assays, cell cytotoxicity was assessed by measur-
ing the release of cytoplasmic LDH into cell culture supernatants. LDH
activity was assayed using the Cytotoxicity Detection Kit (Roche Diag-
nostics, USA) according to the manufacturer's instructions. Experi-
ments were performed in triplicate. The LDH activity was quantiﬁed
by measuring the wavelength absorbance at 490 nm. The percentage
of cell cytotoxicity was calculated using the following formula:
100×(experimental LDH release)/(total LDH release).
HO activity
Pellets from LLC-PK1 cells were resuspended in 0.3 ml of 100 mM
phosphate buffer, pH 7.4, with 2 mMMgCl2, sonicated on ice for 10 s,
incubated for 5 min on ice, and centrifuged at 10,000 g for 20 min at
4 °C. The supernatants (175 μl) were incubated with a reaction mix-
ture consisting of mouse liver cytosol, as a source of bilirubin reduc-
tase (25 μl); hemin (20 mM); glucose 6-phosphate (150 mM);
glucose-6-phosphate dehydrogenase (0.2 U/ml); and nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (8 mM). The reaction was conducted
at 37 °C in the dark for 1 h and terminated by the addition of 0.5 ml
chloroform. The bilirubin formed was extracted by centrifugation at
maximum speed for 45 s in a bench-top centrifuge and its content
was calculated by the difference in absorbance between 464 and
530 nm (ε=40 mM−1 cm−1). Enzyme activity was expressed as
pmol of bilirubin/mg of protein/h [38].
ROS measurement
LLC-PK1 cells were seeded at density of 7.5×104 cells per well on
48-well polystyrene plates. After treatments, cells were washed three
times with PBS, loaded with 20 μM carboxy-H2DCFDA and 20 μMDHE
for 20 min, and washed three times with PBS and ﬁnally phenol red-
free DMEM was added. Carboxy-H2DCFDA and DHE are nonﬂuores-
cent cell-permeative indicators with preference for several ROS andO2•−, respectively. In living cells carboxy-H2DCFDA is oxidized to car-
boxydichloroﬂuorescein (carboxy-DCF) and emits bright green ﬂuo-
rescence, whereas DHE is dehydrogenated to ethidium and
intercalates into DNA, staining the nucleus in bright ﬂuorescent red.
Fluorescence was observed in a Nikon Eclipse TS-100 F ﬂuorescencemi-
croscope using excitation ﬁlters B2AC and G2A for carboxy-DCF and
ethidium ﬂuorescence, respectively. The images were acquired with a
Nikon Digital Sight DS-Fi1 camera and the signals were quantiﬁed
using Nis-Elements software version 3.0 (Nikon Instruments, USA).
Cell fractionation
Cell pellets were resuspended in 5 volumes of hypotonic lysis buffer
(10 mM Hepes (pH 8.0), 1 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF, 0.1% Nonidet P-40 with protease inhibitors) and incubated for
15 min at 4 °C. The lysate was centrifuged at 5000 g for 1 min at 4 °C
and the resulting supernatant was centrifuged at 25,000 g for 20 min
at 4 °C. The supernatant (cytosolic fraction) was saved and the nuclear
pellet was resuspended in 7 volumes of nuclear lysis buffer (20 mM
Hepes (pH 7.5), 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 20% glycerol, 420 mM
NaCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF with protease inhibitors), incubated for
30 min at 4 °C, and then centrifuged at 22,000 g for 5 min.
Two-dimensional electrophoresis
For assays with λ-protein phosphatase, cells were lysed in 200 μl
lysis buffer (137 mM NaCl, 20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 1% Nonidet P-
40, 10% glycerol, 1 μg/ml leupeptin, 1 mM phenylmethylsulfonyl ﬂuo-
ride). Then, the samples were sonicated and precleared by centrifuga-
tion, and 50 μl of the sample was incubated with λ-protein
phosphatase (Upstate, Millipore) for 4 h at 37 °C. The samples were
then precipitated using a 2D cleanup kit (GE Healthcare, Chalfont St
Giles, UK) and resuspended in 2D lysis buffer (7 M urea, 2 M thiourea,
4% (w/v) Chaps, 30 mM Tris–HCl, pH 7.5). Parallel samples were lysed
with 200 μl of the 2D lysis buffer and blots from control untreated
cells exhibited similar distributions of spots in both lysis buffers. For
2D-gel electrophoresis, 50 μl of sample was dissolved in 300 μl of 2D
rehydration buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 4% (w/v) Chaps, 50 mM
dithiothreitol, and 1% (v/v) IPG 4–7 buffer). Samples were loaded
on immobilized pH gradient Immobiline DryStrip gels 4–7 (GE
Healthcare) and isoelectrofocused in an IPGphor3 basic unit (GE
Healthcare) by applying a total of 55 kV/h (for each experiment, sam-
ples are processed in the same run of isoelectrofocalization). Then,
the strips were ﬁrst equilibrated for 10 min with 2% (w/v) DTT,
50 mM Tris–HCl, pH 8.8, 30% glycerol, 5% SDS, 0.05% bromophenol
blue and then with 4% (w/v) iodoacetamide, 50 mM Tris–HCl, pH
8.8, 30% glycerol, 5% SDS, and 0.05% bromophenol blue. The equili-
brated strips were layered onto a 12% SDS–PAGE gel to perform the
second-dimension separation. After blotting to Immobilon-P mem-
branes, immunoblots were performed as described above, using
anti-green ﬂuorescent protein as primary antibody and peroxidase-
conjugated anti-rabbit as second antibody. All of the 2D reagents
mentioned above were supplied by PlusOne (GE Healthcare).
Luciferase assays
Transient transfections of HEK293T cells were performed with the
expression vectors for Renilla (Promega) and ARE-Luc as described
previously [21]. Cells were seeded on 24-well plates (100,000 cells
per well), cultured for 16 h, and transfected using calcium phosphate.
After 24 h recovery from transfection, the cells were lysed and
assayed for luciferase activity with the dual luciferase assay system
(Promega), according to the manufacturer's instructions. Relative
light units were measured in a GloMax 96 microplate luminometer
with dual injectors (Promega).
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Cellswerewashedwith cold PBS, pH 7.4, lysed in RIPA buffer (20 mM
Tris–HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton
X-100, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM glycerophosphate, 1 mM
sodium orthovanadate, and complete protease inhibitor cocktail), and
sonicated on ice for 10 s. Lysates were precleared by centrifugation and
25 μg of protein was mixed with 2× Laemmli buffer, boiled for 2 min,
and resolved in SDS–polyacrylamide gels and transferred to Amersham
Hybond ECL nitrocellulose membranes (GE Healthcare). Blots were
blocked with 5% nonfat milk in PBS, pH 7.4, with 0.1% Tween 20 for 1 h
and incubated with primary antibodies, washed again with PBS–
Tween, and incubatedwith peroxidase-conjugated secondary antibodies
for 1 h to visualize labeled proteins by enhanced chemiluminescence.
Immunoﬂuorescence detection of Nrf2
The cells were seeded on 12-well plates containing sterile 18-mm
glass coverslips treated with 0.025% poly-L-lysine and grown for 24 h.
After exposure for 3 h to 15 μM NDGA the cells were washed withPBS, ﬁxed with 4% paraformaldehyde for 10 min at room tempera-
ture, permeabilized with 1% Triton X-100 for 20 min, blocked with
1% BSA–1% Triton X-100–0.3 M glycine, and incubated with anti-
Nrf2 antibodies in 1% BSA–1% Triton X-100 for 2.5 h at room temper-
ature. The coverslips were incubated overnight in the dark at 4 °C
with FITC-conjugated secondary antibodies and washed with PBS.
Nuclear counterstaining was performed with 0.0002% Hoechst
33258 for 1 min. The ﬂuorescence was observed under a Nikon TS-
100 F inverted ﬂuorescence microscope using a B-2A/C ﬁlter for FITC
and UV-2A ﬁlter for Hoechst. The images were acquired with a
Nikon Digital Sight DS-Fi1 camera.
Electrophoretic mobility-shift assay (EMSA)
A biotinylated oligonucleotide probe containing the sequence 5′-
GATCTTTTATGCTGAGTCATGGTTT-3′ (core ARE in italic) manufactured
by Accesolab S.A. de C.V. (Mexico City, DF, Mexico) was used as the
probe. Ten micrograms of nuclear proteins was incubated with 20
fmol of labeled probe for 30 min and the binding reactions were car-
ried out for 20 min according to the manufacturer's instructions.
Binding reactions were allowed to proceed at room temperature for
20 min in 1× binding buffer containing 0.05 μg poly (dI·dC), 2.5%
glycerol, 0.05% Nonidet P-40, 0.05 M KCl, 5 mM MgCl2, and 10 mM
EDTA). An excess of competing unlabeled oligonucleotides was
added 30 min before addition of the labeled probe. When supershift
was used to identify proteins in the protein–DNA complexes, nuclear
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478 A.I. Rojo et al. / Free Radical Biology & Medicine 52 (2012) 473–487extracts were incubated with 1 μg of Nrf2 antibodies for 30 min fol-
lowed by the addition of labeled probe and a further incubation for
30 min. The reaction mixtures were resolved on 5% polyacrylamide
gels in 1× TBE buffer, blotted onto nylon membranes, and subjected
to chemiluminescence detection.
Evaluation of mitochondrial membrane potential (MMP) by JC-1
MMPwas assessed using the JC-1 cationic dye [39]. Cells were seed-
ed into 48-well plates. After the indicated treatments the cells were
washed with PBS and incubated for 25 min at 37 °C with culture medi-
um without phenol red containing 2.5 μg/ml JC-1. MMP depolarization
was assessed by measuring the ﬂuorescence intensity at an excitation
wavelength of 485 nm and emission wavelengths of 530 and 590 nm
using a Synergy HT ﬂuorescence microplate reader (BioTek, Winooski,
VT, USA). The results were expressed as the ratio of JC-1 aggregate red
ﬂuorescence to monomer green ﬂuorescence (F590/F530).
Statistical analyses
Results were expressed as means±SEM from at least three inde-
pendent experiments. Data were analyzed by one-way ANOVA fol-
lowed by Dunnett or Bonferroni multiple comparisons test using0
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NDGA increases HO-1 protein levels in an Nrf2-dependent manner
In preliminary experiments, we subjected the three cell lines used
in this study, LLC-PK1, HEK293T, and MEFs, to a dose–response curve
of NDGA. As shown in Supplementary Fig. 1B and C for LLC-PK1,
NDGA induced a decrease in cell viability at concentrations above
20 μM. Based on these data, a nontoxic concentration of 15 μM was
chosen for this study. LLC-PK1 cells were incubated with 15 μM
NDGA for 0, 1, 2, 3, 6, 12, and 24 h. NDGA increased HO activity
(Fig. 1A), reaching a maximum at 6 and 12 h (5.6±0.9- and 5.9±1.1-
fold, respectively). A similar time-course effect was observed for HO-1
protein levels determined by immunoblot (Fig. 1B and C), which were
maximal at 6 h.
To determine the relevance of Nrf2 in the induction of HO-1 byNDGA,
MEFs from Nrf2-knockout mice (Nrf2−/−) and wild-type littermates
(Nrf2+/+) were incubated with 1, 3, and 10 μM NDGA for 6 h and HO-1
protein levelswere analyzed by immunoblot. A signiﬁcantly increased ex-
pression of HO-1 was observed in MEFs from Nrf2+/+ mice (Fig. 2A and-
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is essential for HO-1 induction.
NDGA increases Nrf2 protein levels and activates the ARE of Hmox1
NDGA induced a time-dependent accumulation of Nrf2 in the nu-
cleus as determined by immunoblot of cytosolic and nuclear protein
fractions (Fig. 3A and B) and by immunocytochemistry (Fig. 3C).
Treatment with 15 μMNDGA caused a maximum increase in Nrf2 nu-
clear levels at 3 h (3.3±0.4-fold) with a gradual decrease to baseline
levels at 12 h (1.1±0.2-fold). These results were further analyzed in
EMSAs using nuclear extracts from NDGA-treated cells and an Nrf2-
binding oligonucleotide with the ARE sequence of the Hmox1 gene,
which encodes HO-1. As shown in Fig. 3D, NDGA induced the forma-
tion of a retarded complex. The intensity of this band complex was
greatly reduced and supershifted in the presence of anti-Nrf2 antibodies
further demonstrating the presence of Nrf2 in this complex. Finally, Nrf2
transcriptional activity was analyzed in a luciferase assay. HEK293T cells
were cotransfected with a luciferase reporter construct carrying three
tandem ARE sequences from Hmox1 and a Renilla construct for normal-
ization. As shown in Fig. 3E, NDGA (15 μM, 16 h) led to a 30-fold increase
in luciferase activity. Taken together these results indicate that, in re-
sponse to NDGA, Nrf2 accumulates in the nucleus, binds the ARE se-
quence, and activates ARE-dependent gene expression.
NDGA uses the Nrf2/HO-1 axis to protect against H2O2-induced cell death
H2O2 induced a dose-dependent loss of LLC-PK1 cell viability that
was signiﬁcant at 1 and 2 mM after 2 h exposure (54.1±6.2 and
27.7±1.1%, pb0.001 vs 0 mM; Supplementary Fig. 2). Therefore, to
test the protective effect of NDGA against H2O2 exposure, cellswere pretreated with NDGA (15 μM, 6 h) and then exposed to
1 mM H2O2 for 2 h. As shown in Supplementary Fig. 2, H2O2 caused
a reduction in cell viability (49.1±4.6%) but NDGA pretreatment
prevented the toxic effect of this oxidant molecule (87.2±5.3%,
pb0.01). The HO inhibitor SnMP prevented the protective effect of
NDGA (57.0±5.8%, pb0.01), suggesting the importance of HO-1 in
the protection against H2O2 exposure.
To evaluate if the protective effect observed in pretreated cells with
15 μM NDGA is associated with generation of ROS, ﬂuorescence assays
using dihydroethidium, carboxy-H2DCFDA, and JC-1 dyes were per-
formed (Fig. 4). Ethidium and carboxy-DCF ﬂuorescence, indicative of
superoxide and total ROS, were signiﬁcantly higher in H2O2-treated
cells compared with control cells (5.2±0.5- and 11.7±0.8-fold, re-
spectively, Fig. 4A, B, and C). When cells were pretreated with NDGA
(15 μM, 6 h) the H2O2-induced ﬂuorescence of ethidium and carboxy-
DCF was lower than that of control vehicle-treated cells (2.9±0.3-
and 6.4±0.7-fold, respectively). In addition, cells subjected to H2O2 in-
corporated lower levels of the cationic dye JC-1, indicative of a loss of
mitochondrial membrane potential (Fig. 4D). However, NDGA pre-
vented mitochondrial membrane depolarization. The protection
afforded by NDGA against oxidative stress and mitochondrial depolar-
ization was prevented at least partially by SnMP, therefore revealing an
important protective role of HO-1.
NDGA increases Nrf2 and HO-1 protein levels in Keap1-deﬁcient cells
To elucidate the mechanism by which NDGA targets Nrf2, we used
MEFs from Keap1-null mice (Keap1−/−) and from wild-type litter-
mates (Keap1+/+) (Fig. 5). Compared to the results obtained in LLC-
PK1 kidney cells (Fig. 3), it was interesting that in both MEF types,
NDGA had a biphasic effect, with a slight reduction in Nrf2 levels
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481A.I. Rojo et al. / Free Radical Biology & Medicine 52 (2012) 473–487during the ﬁrst 3 h followed by a very strong increase at 6 h. We attri-
bute this difference in induction kinetics to the different embryonic
origin and different set of receptor tyrosine kinases that might be tar-
geted by NDGA (see Discussion). Nevertheless, the fact that NDGA in-
creased Nrf2 levels in both MEFs suggests that NDGA uses, at least in
part, a Keap1-independent mechanism to target Nrf2.
Next, we analyzed the effect of NDGA on the half-life of wild-type
and Nrf2 mutants with disruption of Neh2, Neh6, or both degrons.
HEK293T cells were transfected with expression vectors for V5-tagged
mouse Nrf2 (Nrf2-V5); Nrf2 mutant lacking four amino acids, ETGE,
which are essential for Keap1 binding to the Neh2 domain (Nrf2ΔETGE-
V5); Nrf2 mutant Ser-to-Ala mutations at residues 335, 338, 342, 347,
351, and 355, which are required for GSK-3 phosphorylation and β-
TrCP recognition of the Neh6 (Nrf26S/6A-V5); and double-mutant
Nrf2ΔETGE6S/6A-V5. After 16 h the cells were pulsed–chased with cyclo-
heximide (CHX) (100 μg/ml) in the presence of NDGA (15 μM) for the
indicated times. As shown in Fig. 6A–H, wild-type Nrf2-V5 exhibited a
half-life of about 23 min and NDGA expanded it to about 42 min.
Nrf2ΔETGE-V5 and Nrf26S/6A-V5 exhibited longer baseline half-lives of
about 38 and 56 min, respectively, and both were increased by NDGA
(57 and 76 min, respectively). By contrast, the double mutant
Nrf2ΔETGE6S/6A-V5 exhibited the longest half-life (75 min) and the low-
est protection by NDGA (77 min).
We constructed chimeric proteins made of cyan ﬂuorescent pro-
tein (CFP) and enhanced green ﬂuorescence protein (EGFP) fused to
the Neh2 (CFP-Neh2) and Neh6 (EGFP-Neh6) degrons, respectively.
These constructs were used to analyze if the Neh2 and Neh6 domains
destabilize these proteins and if we could modulate these domainsFig. 6. NDGA increased Nrf2 stability by targeting both Neh2 and Neh6 domains. HEK293T cel
Nrf26S/6A-V5, and (G, H) Nrf2ΔETGE 6S/6A-V5 or (I, J, K) cotransfectedwith expression vectors for E
bated with 100 μg/ml cycloheximide (CHX) and 15 μMNDGA.Whole-cell lysates were prepared
with anti-V5 antibody; (bottom) immunoblots with anti-β-actin antibody. (I) Immunoblot inc
study. (B, D, F, H, J, and K) Graphs depict the natural logarithm of the relative protein levels o
using the linear part of the degradation curves.independently with NDGA (Fig. 6I, J, and K). HEK293T cells were
cotransfected with expression vectors for CFP-Neh2, EGFP-Neh6,
and EGFP as control. Then, the cells were pulsed–chased with CHX
(100 μg/ml) in the presence of NDGA (15 μM) for the indicated
times. As shown in Fig. 6I–K, whereas EGFP was stable for the entire
length of the experiment, CFP-Neh2 and EGFP-Neh6 had shorter
half-lives of about 4.63 and 4.08 h, respectively. However, in the pres-
ence of NDGA their turnover was slower, with half-lives of about 7
and 6 h, respectively. These results indicate that NDGA targets both
Neh2 and Neh6 degrons.Signaling pathways activated by NDGA converge at the regulation of
GSK-3 and the Neh6 degron
To get insight into how NDGAmight be targeting the Neh6 degron,
we ﬁrst analyzed signaling pathways that might be induced by this
compound in Keap1+/+ and Keap1−/− MEFs. In the latter, the Neh2
degron is not functional because of the lack of Keap1. In both cell
types NDGA exhibited similar induction kinetics for Nrf2, suggesting
that Keap1 deﬁciency does not impair cell responsiveness to NDGA.
Activation of Akt, ERK1/2, p38, and JNK was analyzed with phosphos-
peciﬁc antibodies that recognize the active state of these kinases
(Fig. 7A and B). Two phases were observed in the signaling response
to NDGA treatment. Thus, during the ﬁrst hour of NDGA incubation
we observed a reduction in activity of Akt and p38 in both cell
types, whereas JNK and ERK1/2 remained at basal levels (Fig. 7C
and D). After 3 and 6 h, all four signaling pathways were activated.ls were transfected with expression vectors for (A, B) Nrf2-V5, (C, D) Nrf2ΔETGE-V5, (E, F)
GFP-Neh6, CFP-Neh2, and EGFP. Then the cells were low-serum-starved for 16 h and incu-
at the indicated times after addition of CHX. (A, C, E, and G) (Top) Immunoblots incubated
ubated with anti-GFP antibody. Arrowheads point to the position of the three proteins of
f the indicated proteins as a function of CHX chase time. Protein half-life was determined
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Fig. 8. Effects of MAPK and PI3K inhibitors on induction of Nrf2 and HO-1 protein by NDGA. MEFs from Keap1+/+ and Keap1−/−mice were grown in low-serum medium for 16 h
and then were preincubated with 40 μM LY294002, 50 μM PD98059, 5 μM SB203580, or 10 μM SP600125 for 15 min. Cells were subjected to 15 μM NDGA for 6 h. (A) (Top) Immu-
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induction, we pretreated both MEF types with selective inhibitors of
each pathway for 15 min and then with NDGA for 6 h. Controls for spe-
ciﬁc inhibition of each pathway are shown in Supplementary Fig. 3. As
shown in Fig. 8A, B, and C, in Keap1+/+ MEFs inhibition of PI3K/Akt,
p38, and JNK, but not ERK1/2, led to a reduction in Nrf2 protein levels.
In Keap-1−/− MEFs inhibition of these pathways rendered these cells
unresponsive to NDGA, whereas ERK1/2 inhibition had no effect.
These results indicate that in addition to the Keap1/Neh2-dependent
regulation of Nrf2, at least three signaling pathways, namely PI3K, p38,
and JNK, are also used by NDGA to stabilize Nrf2.
In a previous study, we reported that the Neh6 degron is regulated
by GSK-3. Therefore we analyzed the implication of this kinase in the
regulation of Nrf2 stability by NDGA. First, Keap1+/+ and Keap1−/−
MEFs were subjected to 15 μM NDGA and the GSK-3 inhibitor
SB216763 for 6 h (Fig. 9A, B, and C). In both MEF types NDGA and
SB216763 increased Nrf2 and HO-1 protein levels, suggesting that
NDGA targets GSK-3. Then, we focused on human HEK293T cells in
which inhibition of GSK-3β activity can be monitored with antibodies
against phospho-Ser9 and phospho-Thr390. These two residues are
targeted by signaling pathways that are activated by either growth
factors (PI3K/Akt, phospho-Ser9) or stress factors (p38/JNK,
phospho-Thr390). As shown in Fig. 9D, E, and F, NDGA induced a
time-dependent increase in inhibitory phosphorylation of both Ser9
and Thr390. These changes are consistent with a convergence of
NDGA-induced signaling pathways at the level of GSK-3β.We ﬁnally analyzed how NDGA affects the phosphorylation of the
EGFP-Neh6 and CFP-Neh2 fusion proteins by two-dimensional gel
electrophoresis. As shown in Fig. 9G and H, when cell lysates were
preincubated with λ-phosphatase, both fusion chimeras presented a
similar distribution of three spots, indicating the presence of post-
translational modiﬁcations of the ﬂuorescent protein that cannot be
attributed to phosphorylation. As shown in Fig. 9G, Neh2was not mod-
iﬁed in anywaybyNDGA, therefore allowing two conclusions: thatNDGA
does not induce phosphorylation of the CFP domain and that NDGA does
not activate a signaling pathway that leads to Neh2 phosphorylation. By
contrast, EGFP-Neh6 exhibited a basal level of phosphorylation as evi-
denced by a more complex pattern of spots than that of λ-protein
phosphatase-treated lysates (Fig. 9H). Interestingly, 4-h incubation with
NDGA, SB216763, and both together led to a very similar pattern, with a
reduction in hyperphosphorylated spots (Fig. 9H,ﬁlled arrows) and an in-
crease in hypophosphorylated spots (empty arrows). These results indi-
cate that NDGA reduces the phosphorylation of the Neh6 domain by
targeting GSK-3 inhibition.
Considering that most studies have linked the effects of xenobiotics
on Nrf2 activation with inhibition of Keap1, we asked whether the cell-
protective effect of NDGA is Keap1 independent by comparing the re-
sponse to H2O2 in wild-type and Keap1−/− MEFs. These cells were
grown in low serum for 16 h and then treated for 6 h with either
NDGA (10 μM) or SB216763 (10 μM) or both drugs. After 4 h recovery
without these compounds, the cells were challenged with 1 mM H2O2
for 16 h and analyzed for LDH release as an estimation of cell death
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484 A.I. Rojo et al. / Free Radical Biology & Medicine 52 (2012) 473–487(Fig. 10). Keap1−/− MEFs were more resistant to H2O2-induced cell
death than wild-type MEFs. Moreover, NDGA and the GSK-3 inhibitor
SB216763were cytoprotective in both cell types and cooperated to fur-
ther protect against H2O2. Off-target effects of NDGA and SB216763
were excluded by using MEFs from Nrf2−/− mice, in which neither
NDGAnor SB216763 elicited a signiﬁcant protection under the same ex-
perimental conditions. These results indicate that the cytoprotective ef-
fect of NDGA acting through Nrf2 depends not only on elimination of
the Keap1 constrain but also on the elimination of GSK-3-mediated
phosphorylation of this transcription factor.Discussion
Two lines of research have attempted to explain the molecular
mechanisms involved in Nrf2 activation by endobiotic and xenobiotic
compounds: one approach has focused on the inhibition of Keap1-
dependent ubiquitination of Nrf2 and the other has focused on the
phosphorylation of Nrf2. Whereas the role of Keap1 in the regulation
of Nrf2 has been studied in considerable detail and has provided an
understanding of the cellular responses to electrophiles and oxidants,
the regulation of Nrf2 by phosphorylation is poorly understood. Nrf2
is an acidic protein with 98 serine, threonine, and tyrosine residues
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to modulate Nrf2 activity by phosphorylating Ser40 in its Neh2 do-
main, and this leads to a disruption of the interaction between Nrf2
and Keap1 [40,41]. Regulation of Nrf2 subcellular localization may
also be inﬂuenced by a signaling pathway that involves GSK-3 [42]
and downstream tyrosine kinases of the Src family that phosphory-
late Tyr568 at the carboxyl end of Nrf2 [43]. Other kinases including
CK2 [44,45] and PERK [46] may also regulate Nrf2 by phosphorylation
but the speciﬁc residues in the CNC-bZIP factor that are modiﬁed have
not been clearly identiﬁed.
Among the various signaling cascades, a large number of studies
have reported that chemopreventive agents activate the PI3K/Akt
axis and the three main MAP kinase cascades ERK1/2, p38, and JNK,
but with different efﬁciencies that depend on the compound under
investigation (see the introduction). The molecular mechanisms in-
volved in stimulation of these kinases by chemopreventive agents re-
main uncertain, but evidence suggests that some may alter the
balance between phosphorylation and dephosphorylation by inhibit-
ing redox-sensitive phosphatases. Two examples are inhibition of
PTEN by tBHQ [47] and OCCD [25], both of which lead to activation
of Akt. Regarding MAP kinases, it is less clear how xenobiotic drugs
might activate ERK, p38, and JNK and if they are all relevant in Nrf2
activation. In the case of JNK, it is well documented that its upstream
kinase ASK1 is sensitive to oxidative stress through the interaction
with thioredoxin [48]. Regulation of Nrf2 by different signaling path-
ways is further complicated by possible cross talk between them
[49].
We have used NDGA as a paradigm to determine how drugs that
activate several signaling pathways might signal to Nrf2. Cells of epi-
thelial and mesenchyme origin, LLC-PK1 and MEFs, respectively,
exhibited different Nrf2 induction kinetics. We attribute this differ-
ence to the fact that these cells vary in receptor subsets and to the
reported inhibitory effect of NDGA on plasma membrane receptors.
Thus, NDGA inhibits insulin-like receptor-1 [50,51], bradykinin recep-
tor [52], or transforming growth factor β type 1 receptor [53], among
others. In any case, NDGA induced Nrf2 in both cell types. Fig. 11 de-
picts the most relevant ﬁndings of this study on NDGA signaling to
Nrf2 in MEFs. We found that during the ﬁrst hours of NDGA treat-
ment, Akt and p38 were inhibited with similar kinetics, whereas little
or no effect was observed for ERK1/2 and JNK. However, at longer
time points NDGA activated these signaling pathways either slightly
(Akt) or grossly (p38, JNK, ERK1/2). The increase in Nrf2 protein
levels followed kinetics parallel to those for phosphorylation of
Akt, p38, and JNK. Very importantly, similar kinetics were observed
in Keap1-deﬁcientMEFs, indicating that the regulation of Nrf2 stabil-
ity by these signaling pathways is independent of the canonical
Keap1-mediated mechanism of Nrf2 degradation. Indeed, Nrf2 mu-
tants with disrupted Neh2 and Neh6 domains and chimeric proteins
carrying the Neh2 and Neh6 domains fused to CFP and EGFP, respec-
tively, demonstrated that not only the Neh2/Keap1 interaction but
also the Neh6 degron is relevant for Nrf2 stability in response to
NDGA.
Although several studies have described the up-regulation of Nrf2
by PI3K/Akt and by MAPKs the mechanisms by which this occurs re-
main elusive. Regarding MAPKs, several serine/threonine residues
have been identiﬁed as targets of MAPK-mediated phosphorylation
but direct phosphorylation of Nrf2 by MAPKs has been reported to
have little effect on Nrf2 transcriptional activity [54]. Therefore, in
this study we examined the involvement of GSK-3 in the activation
of Nrf2 by stimulation of PI3K/Akt and MAPK. This decision was
based on our previous reports indicating that GSK-3 down-
regulates Nrf2 after oxidant damage in nerve cells subjected to
H2O2 or kainate [55,56] and that activation of the muscarinic M1 re-
ceptor activates a signaling pathway that leads to GSK-3 inhibition
and Nrf2 up-regulation [57]. The molecular mechanisms involved
in this functional interference may be related to the regulation ofNrf2 subcellular localization [42,58] or to modulation of Nrf2 stability at
the newly reported Neh6 phospho-degron that is regulated by GSK-3 [5].
GSK-3 is inhibited after stimulation by growth factors that activate
PI3K/Akt and ERK1/2. Inhibition is predominantly achieved through
phosphorylation at a conserved N-terminal serine (Ser21 in GSK-3α
and Ser9 in GSK-3β) by Akt [59]. On the other hand, the stress-
induced p38MAPK family (and probably the JNK family) can phosphor-
ylate Thr390 of human GSK-3β (Ser289 of mouse GSK-3β), reducing its
activity [60]. Therefore, in this study we analyzed the phosphorylation
of Ser9 and Thr390 as two indicators of inhibition of GSK-3. We found
that NDGA cooperated with a GSK-3 inhibitor to increase Nrf2 protein
levels and that it inactivated GSK-3β as indicated by increased phos-
phorylation of Ser9 and Thr390 in this kinase. This means that GSK-3β
integrated inhibitory signals attributed to growth factors (PI3K/Akt)
and stress (p38 and JNK). The maximal increase in Nrf2 levels corre-
sponds to the time of highest p38 and JNK activity as determined with
activation-speciﬁc phospho-antibodies, suggesting that in the case of
NDGA, modulation of these kinases may be most relevant. Whereas
most studies with chemopreventive compounds, including ours, sug-
gest that p38 actives Nrf2 [61], genetic deletion or overexpression of
dominant negative forms of this kinase family leads to Nrf2 inhibition
[62]. This controversy suggests that several kinase cascades combine
to modulate Nrf2 and may lead to different outcomes. Our results
suggest that such signaling integration may take place partially at
the level of GSK-3β, which modulates the Neh6 degron, but it may
also partially occur through other kinases that modulate the Neh2
degron.
We found that treatment with NDGA prevented H2O2-induced cell
death, intracellular accumulation of ROS, and mitochondrial depolar-
ization. These effects were associated with nuclear localization of
Nrf2, indicative of activation of its transcriptional activity, as also
demonstrated by an increase in activation of the ARE regulatory se-
quence and in HO-1 protein levels. Because Nrf2 controls the expres-
sion of antioxidant proteins, this study suggests that by maintaining
redox homeostasis Nrf2 is indirectly preventing the oxidant activity
of H2O2. Thus, exposure of mitochondria to oxidative stress, such as
H2O2, promotes opening of the mitochondrial permeability transition
pore (PTP), resulting in membrane depolarization, uncoupling of ox-
idative phosphorylation, and potentially cell death. In our study, we
obtained evidence that NDGA, acting though the Nrf2 pathway of an-
tioxidant gene expression, increases the resistance of mitochondria to
redox-regulated PTP opening. A recent study [63] has described in
greater detail that another Nrf2 inducer, sulforaphane, increases
liver mitochondrial antioxidant defenses and inhibits redox-
sensitive PTP opening. The critical role of HO-1 in protection against
H2O2-induced cell death was further conﬁrmed by using the inhibitor
SnMP, which abolished the protective effect induced by NDGA. We
speculate that products of HO-1 reaction such as carbon monoxide
and biliverdin/bilirubin may be involved in this protective effect. In
fact it has been shown that these products exhibit antioxidant prop-
erties [64]. The present data expand our previous ﬁndings in cultured
neurons [37,65], supporting that NDGA also exerts antioxidant effects
in an indirect way.
Our study explains evidence accumulated in past years on the regu-
lation of Nrf2 by phytochemicals and cancer-chemopreventive com-
pounds that activate multiple signaling cascades and identiﬁes GSK-3β
as an integrator of these signaling pathways to modulate Nrf2 stability
at the level of the Neh6 phosphodegron.
Supplementary materials related to this article can be found on-
line at doi:10.1016/j.freeradbiomed.2011.11.003.
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ABSTRACT 42 
Transcription factor NF-E2-related factor 2 (Nrf2) is a master regulator of a 43 
genetic program termed the phase 2 response that controls redox homeostasis and 44 
participates in multiple aspects of physiology and pathology. Nrf2 protein stability is 45 
regulated by two E3 ubiquitin ligase adaptors: Keap1, and β-TrCP with the later only 46 
recently reported. Here, 2D-gel electrophoresis and site directed mutagenesis allowed us 47 
to identify two serines of Nrf2 that are phosphorylated by GSK-3β in the DSGISL 48 
sequence. Nuclear Magnetic Resonance studies defined key residues of this phopho-49 
sequence involved in docking to the WD40 propeller of β-TrCP, through electrostatic 50 
and hydrophobic interactions. We also identified three arginine residues of β-TrCP that 51 
participate in Nrf2 docking. The functional relevance of the GSK-3/β-TrCP degradation 52 
mechanism was established in vivo, using mice with hippocampal absence of GSK-3β. 53 
These animals exhibited increased levels of Nrf2 and phase 2 gene products. This study 54 
establishes the structural parameters of the interaction of Nrf2 with the GSK-3/β-TrCP 55 
axis and its functional relevance in the regulation of Nrf2 by the signaling pathways that 56 
impinge on GSK-3. 57 
Key words: oxidative stress / proteasome / cell signaling / ubiquitin 58 
  59 
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INTRODUCTION 60 
Organisms have evolved complex defense mechanisms to prevent and control 61 
damage produced by harmful endogenous and exogenous agents that are capable of 62 
disrupting normal cellular functions. In recent years it has become apparent that the 63 
transcription factor NF-E2-related factor 2 (Nrf2) plays a central role in controlling both 64 
intrinsic and inducible resistance to oxidants and electrophiles (38). It was initially 65 
reported as a cap’n’collar (CNC)-basic-region leucine zipper (bZIP) transcription factor 66 
that controls induction of drug metabolism genes that contain an antioxidant response 67 
element (ARE) in their promoter regions (12, 43). Nrf2 is now considered to be a master 68 
regulator of redox homeostasis because it controls the expression of over 100 genes 69 
involved in defense against reactive oxygen species and electrophiles. 70 
In common with other transcription factors involved in protection against stress, 71 
such as HIF1α, HSF, ATF4 and NF-κB, basal activity of Nrf2 is restricted to low levels. 72 
Indeed, high constitutive Nrf2 activity has been observed in a number of tumors, where 73 
it is associated with increased cell proliferation and resistance to chemotherapeutic 74 
drugs. Interestingly, in a proportion of lung cancers, high Nrf2 activity is due to somatic 75 
mutations that enable this factor to evade, at least partially, degradation through the 76 
ubiquitin-proteasome pathway (10, 41). 77 
Nrf2 is principally controlled through regulation of protein turnover by the 78 
ubiquitin-proteasome system, exhibiting a half-life of about 30 min. More than 100 79 
different protein adaptors mediate the interaction of a few E3 ubiquitin ligases with their 80 
substrates. These adaptors confer selectivity to the process by their ability to recognize 81 
unique sequences in the target protein that are required for degradation (i.e. degrons). 82 
Many of these cis-acting sequences contain several Ser or Thr residues that require to be 83 
phosphorylated in order to create a phosphodegron that is recognized by the adaptor E3 84 
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ligase protein. In other cases, the phosphorylated Ser or Thr residues may be substituted 85 
with negatively charged amino acids that form a permanent docking site for their 86 
appropriate E3 ligase adaptor protein. The Nrf2 protein appears to be controlled through 87 
both degron and phosphodegron sequences. It is constitutively recognized by the 88 
substrate adaptor Keap1 in its N-terminal Neh2 domain and presented for Cul3 (cullin-89 
3)-based E3 ligase ubiquitination and proteasomal degradation (5, 9, 19-20, 24-25, 42, 90 
49). Keap1 is inhibited by thiol-reactive compounds and upon exposure to such 91 
stressors Keap1-mediated ubiquitination of Nrf2 by Cul3 ceases to occur. Therefore, 92 
this regulatory mechanism is unusual insofar as redox stress regulation of Nrf2 does not 93 
occur through modification of the degron in the transcription factor but through 94 
modification of the Keap1 adaptor. Whilst this model explains how Nrf2 is up-regulated 95 
by soft electrophiles other regulatory mechanisms must exist. For example, Nrf2 is 96 
more abundant in metabolically active tissues than in those that are less metabolically 97 
active (13) and it is influenced by growth factor signaling through a Keap1-independent 98 
mechanism. 99 
Recently we reported the existence of a previously unrecognized phosphodegron 100 
in Nrf2 that requires the concerted action of glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) and 101 
the E3 ligase adaptor β-transducin repeat-containing protein (β-TrCP1) (34). In 102 
particular, we provided evidence that GSK-3 might phosphorylate Nrf2 somewhere 103 
within a cluster of Ser residues in the Neh6 domain of Nrf2 that overlaps with a putative 104 
destruction motif for β-TrCP. However, the specific residues that are phosphorylated by 105 
GSK-3 or the residues that interact with β-TrCP have not been identified. Also, the 106 
1 Note that two mammalian β-TrCP paralogues exist (i.e. β-TrCP1 and β-TrCP2) which 
possess similar properties. In this paper we have employed the general term β-TrCP 
unless specific experimental details are described. 
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functional consequences of this degradation pathway are not known. In the current 107 
study, we have characterized the Ser residues that are phosphorylated by GSK-3β to 108 
create the β-TrCP-dependent phosphodegron. By using a combination of transfer-NMR 109 
and docking experiments (33), we have identified the phosphorylated residues of Nrf2 110 
that contact with specific amino acids that comprise the binding pocket in the WD40 111 
propeller of β-TrCP. Finally, we show that the expression of Nrf2-target genes is 112 
increased in the hippocampus of mice that lack GSK-3β. 113 
 114 
MATERIALS AND METHODS 115 
Neuron specific GSK-3β-knockout mice. Mice with postnatal neuronal 116 
deficiency of GSK-3β were generated by the Cre/lox system as described (16). 117 
Transgenic mice with the GSK-3β gene flanked by loxP sites were crossed with mice 118 
expressing Cre recombinase under the Thy1 gene promoter. Mice with two floxed GSK-119 
3β alleles but not expressing Cre-recombinase (denoted -Cre) were used as controls for 120 
the double transgenic mice that express Cre-recombinase (denoted +Cre) and that lack 121 
both GSK-3β alleles postnatally and only in neurons (16). All experiments were 122 
approved by the KULeuven ethical commission, according institutional Belgian and 123 
European guidelines (86/609/EEC, 2003/65/EC European Council Directives). Animals 124 
were anesthetized with 8 mg/kg ketamine and 1.2 mg/kg xylazine, and depending on the 125 
experiment, perfused with 4% paraformaldehyde for immunohistochemistry analysis or 126 
sacrificed by cervical dislocation and the hippocampus rapidly frozen at -80 ºC for RNA 127 
and protein analysis. 128 
Cell culture and reagents. Human embryonic kidney (HEK)293T cells were 129 
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine 130 
serum and 80 µg/ml gentamycin. Transient transfections were performed with calcium 131 
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phosphate, using reagents from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) or with TransFectin™ 132 
lipid reagent from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). SB216763 and MG132 were from 133 
Sigma-Aldrich. 134 
Plasmids. Expression vectors pcDNA3.1-mNrf2-V5/HisB and pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE-135 
V5/HisB were previously described (26). Vectors pCGN-HA-GSK-3βΔ9 and pCGN-136 
HA-GSK-3βY216F were provided by Dr. Akira Kikuchi (Department of Biochemistry, 137 
Faculty of Medicine, Hiroshima University). Plasmid encoding β-TrCPΔFbox (pcDNA3β-138 
TrCPΔFbox-HA) was provided by Dr. Serge Y. Fuchs (Department of Animal Biology, 139 
University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, USA). Expression construct 140 
encoding β-TrCP1 (pcDNA3-Flag-β-TrCP1) was provided by Dr. Tomoki Chiba 141 
(Department of Molecular Biology, University of Tsukuba, Japan). Chimeric construct 142 
Δ1 of the pEYFP-mNrf2-V5 series was generated as described in (37) for plasmid 143 
named pEYFP-Nrf2-V5. The other chimeras were generated using Δ1 as template with 144 
a GC-Rich PCR system (Roche Applied Science, Basel, Switzerland). N-terminal 145 
deletions were generated with a common reverse primer: 5´-146 
TCAGAAGCCATAGAGCCCACCGCAT-3´. The forward primers were as follows: 147 
Δ2, 5´-TAACGGATCCTTCATAGCAGAGCCCAGTGAC-3´; Δ3, 5´-148 
TAACGGATCCAAAGCTTTCAACCCGAAGCAC-3´; Δ4, 5´-149 
TAACGGATCCCAGAACGGCCCTAAAGCACAG-3´, and Δ5, 5´-150 
TAACGGATCCAAAAATCATTAACCTCCCTGTT-3´. The amplified fragments were 151 
digested with BamHI (underlined) and PmeI and cloned in pEYFP-CI between the BglII 152 
and SmaI sites. pcDNA3.1-mNrf2ΔETGE 6S/6A-V5/HisB containing the indicated six 153 
mutations S335A, S338A, S342A, S347A, S351A and S355A was previously described 154 
in (34).  155 
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Plasmids encoding EYFP-mNrf2(317-372)-V5 and EYFP-mNrf2(317-372) 6S/6A-V5 156 
were generated using the following primers: Forward 5’-157 
TAACAGATCTGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTC-3’ and Reverse 5’-158 
TAACAGATCTATCTAGCTCCTCCATTTCCGAGTCACT-3’ and pEYFP-mNrf2-V5 159 
and pEYFP-mNrf26S/6A-V5 as templates, respectively. Underlined HindIII sites were 160 
included in all primers to allow the re-ligation of the PCR product. Mutant mNrf2 and 161 
β-TrCP constructs were generated using GeneTailor™ site-directed mutagenesis system 162 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and the primers are shown in Table A of supplemental 163 
material. All sequences were verified by automated sequencing. 164 
Immunoblotting. The primary antibodies used were anti-V5 and anti-β-TrCP 165 
(Invitrogen), anti-HA (Covance, Berkeley, CA, USA), anti-GFP and anti-Flag (Sigma 166 
Aldrich), anti-GSK-3β (Cell Signaling, Beverly, MA, USA), anti-Keap1 and β-actin 167 
from Santa Cruz Biotechnology, sc-33569 and sc-1616 respectively (Santa Cruz, 168 
Delaware, CA, USA), anti-GSTM5 (generated by Dr Hayes’ laboratory), anti-GCLM, 169 
anti-GCLC (a kind gifts of Dr Terrance Kavanagh, University of Washington, USA). 170 
Cell lysates were resolved by SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P membranes 171 
(Millipore, Billerica, MA, USA). These membranes were analyzed using the appropriate 172 
primary antibodies and peroxidase-conjugated secondary antibodies. Proteins were 173 
detected by enhanced chemiluminescence (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). 174 
Co-Immunoprecipitation. Assays were performed as indicated in (34). The 175 
samples were resolved by SDS-PAGE and immunoblotted. Mouse IgG TrueBlot 176 
(eBiosciences, San Diego, CA, USA) was used as peroxidase-conjugated secondary 177 
antibody (1:10000 dilution) to avoid interference with the 55 kDa heavy and 23 kDa 178 
light chains of the immunoprecipitating antibody. 179 
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2D-PAGE. Assays with lambda phosphatase (λPPase) and 2D-gel 180 
electrophoresis were performed as described in (36). Reagents for 2D-PAGE were 181 
supplied by PlusOne-GE Healthcare. 182 
Peptide synthesis. The Nrf2 peptide with residues 333-362 from the human 183 
sequence (4P-hNrf2) with phosphorylated serines at positions 344, 347, 351 and 356 184 
was purchased from Invitrogen. The Nrf2 peptide comprising residues 333-359 (2P-185 
hNrf2) with phosphorylated serines at positions 344 and 347 was purchased from JPT 186 
Innovative Peptide Solutions (Berlin, Germany). The purity of both peptides was higher 187 
than 95% as determined by HPLC. Both peptides were N-acetylated and C-amidated at 188 
their respective termini. 189 
Purification of the WD repeat region from human protein β-TrCP1 fused to the 190 
Maltose Binding Protein (MBP). The method of the purification of MBP-β-TrCP was 191 
previously described (32). Following this protocol, the final yield of purified MBP-β-192 
TrCP was 1.3 mg/L. This amount of purified recombinant protein was used to prepare 193 
the NMR samples.  194 
NMR Spectroscopy. The experiments were run at 500.13 MHz for 1H on a 195 
Bruker AVANCE 500 spectrometer with a Linux PC workstation, using standard 5 mm 196 
or Shigemi 5 mm tubes with susceptibility matched to solvent 2H2O/Water sample tubes 197 
with a 5 mm outer diameter. The spectra of the peptide at 2 mM sample concentration 198 
were recorded in 20 mM sodium phosphate buffer at pH 7.2, prepared in 95% H2O and 199 
5% 2H2O. Two-dimensional NMR spectra were recorded in the phase-sensitive mode 200 
using the States-TPPI method (40). All experiments were carried out using either the 201 
WATERGATE pulse sequence for water suppression (30) or the excitation sculpting 202 
water suppression (11) to eliminate the solvent signal in H2O/2H2O 95:5 solution. The 203 
two-dimensional experiments COSY, TOCSY and NOESY spectra were recorded at 204 
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several temperatures within the 280-310 K range. 2D TOCSY spectra were recorded 205 
using a MLEV-17 spin-lock sequence (2) with a mixing time (τm) of 35 and 70 ms, 206 
respectively. 2D NOESY experiments were recorded using a mixing time (τm) of 100, 207 
200 or 500 ms. The heteronuclear 1H-13C HSQC spectra were recorded at 280 K in the 208 
same conditions. For NMR experiments with β-TrCP, the ligand to protein ratio was set 209 
to 98:1 (1.6 mM 4P-Nrf2 or 2P-Nrf2 peptide, 17 μM MBP-β-TrCP protein). Chemical 210 
shift assignments referred to internal standard 3-(trimethylsilyl) propionic acid-2,2,3,3-211 
d4, sodium salt (TSP-d4). Transferred nuclear Overhauser effect (TRNOESY) spectra 212 
of 4P-Nrf2 or 2P-Nrf2 with β-TrCP were recorded using a mixing time (τm) of 100, 200 213 
or 500 ms. 214 
1H STD NMR spectra of the protein-peptide mixtures were recorded at 500 MHz 215 
with 1024 scans and selective saturation of protein resonances at -3 ppm (on-resonance 216 
frequency) (30 ppm for reference spectra). At this frequency no peptide resonances are 217 
found whereas the significant line width of the protein signals still allows it to be 218 
selectively and uniformly saturated and be efficiently used for the STD-NMR 219 
technique. In order to achieve the desired selectivity and to avoid side-band irradiation, 220 
shaped pulses are employed for the saturation of the protein signals. STD-NMR spectra 221 
were acquired using a series of 40 equally spaced 50 ms Gaussian-shaped pulses for 222 
selective saturation (total saturation time ~2.05 s), with 1 ms delay between the pulses. 223 
With an attenuation of 50 dB, the radio-frequency field strength for the selective 224 
saturation pulses in all the STD-NMR experiments was 190 Hz. The irradiation yields 225 
full saturation of the protein by efficient spin diffusion. Subtraction of FID values with 226 
on- and off-resonance protein saturation was achieved by phase cycling. Relative STD 227 
values were calculated by dividing STD signal intensities by the intensities of the 228 
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corresponding signals in a one-dimensional 1H NMR reference spectrum of the same 229 
sample recorded with 1024 scans and similar parameter conditions. 230 
Structure calculations. The calculated distances were incorporated into a 231 
simulated annealing protocol within the program ARIA 2.3 (23). Details on the three-232 
dimensional structure calculation were presented elsewhere (32). PyMOL (6) was used 233 
for the analysis and presentation of the results of structure determination. The final step 234 
of the work was a docking analysis using Surflex-Dock 2.0 (SYBYL X 1.2, Tripos 235 
Certara Company, St. Louis, MO, USA). 236 
Immunohistochemistry. Animals were perfused, brains fixed, and 30-µm-thick 237 
coronal sections obtained as previously described (35). Sections were treated as reported 238 
elsewhere (17) and incubated for 24 h at 4 ºC with rabbit anti-GSK-3β (1:500; Cell 239 
Signaling). Secondary biotinilated anti-rabbit antibody was used at 1:1000 dilution for 1 240 
h at room temperature (Vector Labs, Burlingame, CA, USA) ans sections were 241 
subsequently developed by avidin-biotin peroxidase complex system following 242 
manufacturer’s instructions (ABC Kit, Vector Labs). Finally, sections were incubated in 243 
Nissl's solution (0.1% Cresyl Violet (Sigma-Aldrich), 2.5 ml acetic acid 10%) at room 244 
temperature for 15 min, rinsed in deionized water for 5 min, dehydrated in graded 245 
alcohols, cleared in xylene and coverslipped. 246 
Analysis of mRNA levels. Total RNA was extracted using TRIzol reagent 247 
according to the manufacturer's instructions (Invitrogen). Reverse transcription and 248 
quantitative PCR was done as detailed in (Rada et al, 2011). Primer sequences are 249 
shown in Table B of supplemental material. Data analysis is based on the ΔΔCt method 250 
with normalization of the raw data to housekeeping genes as described in the 251 
manufacturer's manual (Applied Biosystems). All PCRs were performed in triplicate. 252 
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Image analyses and statistics. Different band intensities (density arbitrary units), 253 
corresponding to immunoblot detection of protein samples, were quantified using the 254 
MCID software (MCID, Cambridge, UK). Student’s t test was used to assess 255 
differences between groups; a p value < 0.05 was considered significant. Unless 256 
indicated, all experiments were performed at least three times with similar results. The 257 
values in the graphs correspond to the mean of at least three samples. Results are 258 
expressed as mean ± SEM. 259 
RESULTS 260 
The Neh6 domain of Nrf2 binds β-TrCP. In order to map the domain of Nrf2 that 261 
interacts with β-TrCP, we transfected HEK293T cells with expression vectors for V5-262 
tagged EYFP linked to various mNrf2 deletion mutants (see Fig. 1A) and a truncated 263 
version of β-TrCP that contains the WD40 propeller which participates in substrate 264 
recognition and binding but lacks its Fbox domain (β-TrCPΔFbox) required for interaction 265 
with cullin1 (Fig. 1B). After transfection, the cells were maintained in serum-free 266 
medium for 16 h, to ensure that GSK-3β retains its activity (37). Pull-down of V5-267 
tagged EYFP-Δ(1-5)Nrf2 chimeras showed that those that contained the Neh6 domain 268 
(i.e. Δ1-3) could associate with HA-tagged β-TrCPΔFbox whereas those that lacked Neh6 269 
(i.e Δ4 and 5) could not (Fig. 1C and D). These results indicate that the Neh6 domain of 270 
Nrf2 interacts with the GSK-3/β-TrCP axis. 271 
Identification of Ser residues in the Neh6 domain phosphorylated by GSK-3. 272 
Nrf2 contains a total of approx. 100 Ser, Thr and Tyr residues. The fact that it contains 273 
so many putative phosphorylation sites (Figure A of supplemental material) complicates 274 
the identification of modified residues. To simplify the task of identifying residues 275 
phosphorylated by GSK-3, we restricted our study to examination of residues in the 276 
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Neh6 domain. We therefore generated a fusion protein comprising EYFP and residues 277 
317 to 372 of mouse Nrf2 (EYFP-mNrf2(317-372)-V5) that contained the putative sites for 278 
GSK-3 phosphorylation and β-TrCP binding. This protein migrated as two bands during 279 
SDS-PAGE, and the retarded band was eliminated if cell lysates were treated with λ-280 
phosphatase (λPPase) prior to electrophoresis, indicating that it was phosphorylated 281 
under basal conditions (Fig. 2A left panels). By contrast, mutation of 6 serines to 6 282 
alanines (residues 335, 338, 342, 347, 351 and 355) in this region (EYFP-mNrf2(317-283 
372)6S/6A-V5) rendered a protein with only the fast migrating form, indicating that at least 284 
some of these 6 serines are phosphorylated (Fig. 2A, left panels). When EYFP-285 
mNrf2(317-372)-V5 was expressed together with active GSK-3βΔ9, the pattern of mobility 286 
was unchanged, precluding identification of residues phosphorylated by the kinase (Fig. 287 
2A, right panels). We circumvented this problem by employing 2D-PAGE (Fig. 2C and 288 
2D). HEK293T cells were co-transfected with EYFP-mNrf2(317-372)-V5 and either GSK-289 
3βY216F or GSK-3βΔ9 and different modified forms of the fusion protein were resolved in 290 
2D-PAGE and then blotted with anti-V5 antibody. Under these conditions, EYFP-291 
mNrf2(317-372)-V5 was resolved into two rows of spots (Fig. 2C). When cell lysates were 292 
pre-incubated with λPPase, the chimeric protein migrated as three spots, indicating the 293 
presence of post-translational modifications of the fluorescent protein that cannot be 294 
attributed to phosphorylation (36) (Fig. 2D). More importantly however, when cells 295 
were co-transfected with EYFP-mNrf2(317-372)-V5 and GSK-3βΔ9 we observed an 296 
increase in hyper-phosphorylated spots (Fig. 2C, filled arrows) and a decrease in hypo-297 
phosphorylated spots (Fig. 2C, empty arrows) compared to the pattern obtained in co-298 
transfection of EYFP-mNrf2(317-372)-V5 with the kinase inactive GSK-3βY216F protein 299 
that used as a negative control. 300 
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To narrow down the putative sites of phosphorylation in the Neh6 domain of 301 
mouse Nrf2, we analyzed the point mutants shown in Fig. 2B. The mutant EYFP-302 
mNrf2(317-372)6S/6A-V5) yielded a protein with a similar 2D-PAGE mobility pattern to 303 
that of λPPase-treated EYFP-mNrf2(317-372)-V5, indicating that these Ser residues are 304 
subject to basal and GSK-3-induced phosphorylation (Fig. 2E). When Ser to Ala 305 
mutations were restricted to those at positions 335, 338, 342 and 347, the resulting 306 
EYFP-mNrf2(317-372)4S/4A-V5 protein yielded the same 2D-PAGE pattern, indicating that 307 
Ser351 and Ser355 are not phosphorylated (Fig. 2F). Examination by 2D-PAGE of a 308 
mutant with both Ser335 and Ser338 changed to Ala (i.e. EYFP-mNrf2(317-372)2S/2A-V5) 309 
recapitulated the pattern of phosphorylated spots observed under basal conditions with 310 
only a minor increase in the size of the most acidic spot (Fig. 2G, filled arrow) and a 311 
decrease in the most basic spot (Fig. 2G, empty arrow) produced by GSK-3βΔ9. This 312 
mutant indicates that GSK-3β plays a minor role in phosphorylation of Ser342 and 347. 313 
Finally, 2D-PAGE examination of a mutant with both Ser342 and Ser347 replaced with 314 
Ala (EYFP-mNrf2(317-372)2SP/2AP-V5) yielded a new pattern that resembled that of λPPase 315 
but with minor spots that were enhanced in the presence of GSK-3βΔ9 (Fig. 2H, filled 316 
arrows). Taken together, these results indicate that Ser342 and Ser347 are basally 317 
phosphorylated, while Ser335 and Ser338 are phosphorylated by GSK-3β.  318 
Identification of phosphoserines in Neh6 that interact with β-TrCP. We used 319 
NMR with two phosphopeptides designed around human Nrf2, denoted as 4P-hNrf2 320 
and 2P-hNrf2, to identify residues in the Neh6 domain that are bound to β-TrCP. 321 
Human Nrf2 is longer than mouse Nrf2, and the Neh6 domain is displaced by 9 residues 322 
despite the fact that amino acid sequence is identical within the region studied here (see 323 
Figure A of supplemental material). Therefore, to recapitulate basal and GSK-3-induced 324 
phosphorylations, the 4P-hNrf2 peptide carried phosphoserines at positions 344, 347, 325 
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351 and 356 (equivalent to positions 335, 338, 342, 347 in mNrf2) whereas the 2P-326 
hNrf2 carried phosphoserines only at positions 344 and 347 corresponding to GSK-3-327 
induced phosphorylations (Fig. 3A). The complete assignment of resonances of both 328 
2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 peptides was established by two-dimensional 1H, 1H TOCSY, 329 
and NOESY experiments. The 13C signals were assigned using 13C-edited HSQC 330 
spectra (46) on samples at 13C natural abundance. The chemical shifts of hNrf2 peptides 331 
free in solution and in the presence of a recombinant fusion protein made of Maltose 332 
Binding Protein and the WD40 propeller of β-TrCP (MBP-β-TrCP) were analyzed at 333 
280 K, pH 7.2, and are reported in Tables C to F of supplemental material. The 334 
sequential assignment of 1H resonances was carried out using a classical assignment 335 
strategy (48). The analysis of the Hδ (i)-Hα (i-1) NOE cross-peaks revealed the X(i-1)-336 
Pro (i) bonds to be mainly trans (48). No cis-trans isomerization was detected across 337 
proline amide bonds. 338 
The amide signal shift temperature coefficients (Δ(δNH)/ΔT, in ppb·K-1) were 339 
derived for all backbone amide protons in both peptides (Fig. 3B). For the residues 340 
involved in intramolecular hydrogen-bonding networks or hidden in the solvent-341 
protected structural core, low absolute values of this coefficient are expected as 342 
compared with the range of values measured for random-coil peptides (3). The region 343 
between Asn340 and pSer347, and particularly Gly345, gave the lowest values, between -7 344 
and -4 ppb·K-1, and can be considered to be at least partially protected from external 345 
water molecules. Therefore, the similar pattern observed for this region in 2P-hNrf2 and 346 
4P-hNrf2 peptides reveals that they possess similar structures. In the presence of β-347 
TrCP, the highest chemical-shift variations (Δδ) were found roughly in the same region 348 
(344pSGIpSLN349) of both 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 peptides and in pSer351 and pSer356 of 349 
4P-hNrf2 peptide (Fig. 3C).  350 
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To further characterize the amino acids of Nrf2 involved in the interaction with 351 
β-TrCP, we used Saturation Transfer Difference (STD) NMR experiments as they have 352 
been used successfully to characterize the interaction of β-TrCP with substrates such as 353 
Vpu (4), β-Catenin (27), IκBα (31) and ATF-4 (32). We observed Nrf2 signals in the 354 
STD spectrum at 280 K that indicated binding of β-TrCP to the peptides (Fig. 3D). The 355 
amide protons of pSer344 and pSer347 of 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 peptides were largely 356 
involved with more than 80% relative STD intensities. Other residues in this region 357 
such as Ile346 and Leu348 exhibited close to 80% relative STD intensities suggesting that 358 
they also participate in binding through hydrophobic interactions. In 4P-hNrf2, pSer351 359 
and pSer356 also displayed a high intensity in the STD spectrum. To determine the 360 
specificity of these interactions we repeated the STD experiment for 4P-hNrf2 at 293 K. 361 
At this higher temperature, the STD intensity was decreased (Fig. 3E), indicating 362 
dissociation of the complex. To take into account the STD signal reduction and to allow 363 
a better understanding of the temperature effect, a global reduction factor of 0.85 was 364 
applied for STD intensities at 293 K. The intensities at the N- and C-terminus of 4P-365 
hNrf2 remained very similar at both temperatures, with mean values of about 50 to 366 
60%. However, the interaction of residues between Asn340 and Ser360 was reduced at 367 
293 K, but pSer344, Ile346 and pSer347 retained high STD values. These results suggest 368 
that the residues in the pSGIpS region are essential for the interaction of both 4P-hNrf2 369 
and 2P-hNrf2 peptides with β-TrCP. Interestingly, the interactions of pSer351 and 370 
pSer356 in 4P-hNrf2 were reduced at 293 K (Fig. 3E). These results indicate the essential 371 
role of pSer344 and pSer347 in interaction with β-TrCP, while pSer351 and pSer356 appear 372 
to be involved mainly in non-specific interactions. 373 
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Molecular the interaction between the phosphodegron in Nrf2 and β-TrCP. To 374 
better understand the interaction between Nrf2 and β-TrCP we sought to elucidate the 375 
structure of the complex formed between 2P-hNrf2 and purified MBP-β-TrCP. The 376 
calculation of the 2P-hNrf2 peptide bound structure was performed using distance 377 
restraints derived from TRNOE spectra at 100 and 200 ms mixing times at 280 K in the 378 
presence of MBP-β-TrCP. From a total of 218 TRNOE cross-peaks, 108 were translated 379 
into unambiguous restraints. Using the ARIA2.3 software, 50 structures of 2P-hNrf2 380 
bound to β-TrCP were generated and their superimposition onto the DpSGIpS motif of 381 
the five lowest energy structures is displayed in Fig. 4A. The presence of the 382 
phosphorylated serines in the peptide induces a turn conformation also found in other β-383 
TrCP substrates (33). The backbone average root-mean-square difference (RMSD) 384 
value for the DpSGIpS motif is 1.2 ± 0.6 Å.  385 
The model of the phospho-Nrf2/β-TrCP complex was built from docking 386 
calculations starting from the lowest-energy bound structure obtained from the TRNOE 387 
NMR experiment. Due to the high degree of flexibility, Surflex-Dock (15) calculations 388 
were limited to 10 residues centered on the interaction motif 341DSDpSGIpSLNT350. 389 
The previously reported three-dimensional crystal structure of human β-TrCP in 390 
complex with a 10-residue β-catenin peptide (PDB ID code 1P22) (47) was used as the 391 
starting structure for the docking calculations. We obtained 32 poses of docking 392 
conformers. The lowest-energy docking conformer of the DSDpSGIpSLNT sequence 393 
was superimposed with the lowest-energy TRNOE bound structure on the DpSGIpS 394 
sequence (Fig. 4B). The backbone RMSD values were 1.9 ± 0.6 Å (DSDpSGIpSLNT) 395 
and 1.1 ± 0.4 Å (DpSGIpS). The turn motif is preserved in both structures but the 396 
position of the phosphate groups changes. In contrast to the Nrf2 bound structure, we 397 
found that the phosphate groups of pSer344 and pSer347 in the docked structure adopt a 398 
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lower energy conformation that optimizes the interaction with the surface of β-TrCP. 399 
We superimposed the seven poses of docking conformers with the lowest scores (Fig. 400 
4C) and found a good fit for the pSGI fragment and Leu348 while the side chain of 401 
pSer347 was more flexible. The backbone RMSD value for the DpSGIpS motif is  0.4 ± 402 
0.2 Å and for the sequence with the ten residues is 0.9 ± 0.5 Å. The lowest energy 403 
structure of the complex is shown in Dreiding model (Fig. 4D). The amino acids of β-404 
TrCP that participate in hydrogen-bonding with Nrf2 are colored in green. Seven out of 405 
ten hydrogen-bonds (H-bonds) involve the DpSGI motif and the remaining three 406 
involve Asn349. The carbonyl and carboxyl groups of Asp343 make two H-bonds with the 407 
εNH2 group of Lys365 of β-TrCP. The phosphate group of pSer344 makes two H-bonds 408 
with the εNH group of Arg285 and the OH of Ser325 of β-TrCP. The carbonyl group of 409 
Gly345 forms an H-bond with the εNH of Arg474 of β-TrCP. The carbonyl group of Ile346 410 
makes H-bonds with the εNH of Arg474 and the OH of Tyr438 of β-TrCP. The γ-carbonyl 411 
group of Asn349 forms H-bonds with the εNH of Arg431 and the OH of Ser448 of β-TrCP. 412 
Finally, the γNH2 of Asn349 makes one H-bond with the carbonyl group of Gly408 of β-413 
TrCP. It is possible that pSer347 could make H-bonds or ionic interactions with either the 414 
εNH groups of Arg521 or Arg431 of β-TrCP, but these contacts were not found in the 415 
lowest energy structure. 416 
In addition to H-bonds, hydrophobic contacts were observed. The side chain of 417 
Ile346 is stabilized in the hydrophobic pocket made by the aromatic rings of Phe523 and 418 
Tyr271 and the guanidinium group of Arg521 of β-TrCP. The side chain of Leu348 is 419 
stabilized in the hydrophobic central channel involving contacts with Ala434 and Val395 420 
on the WD40 propeller of β-TrCP.  All these contacts appear to be essential and explain 421 
the high stability of the 2P-hNrf2/β-TrCP complex. 422 
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Ser residues in the Neh6 phosphodegron are necessary for the interaction with 423 
β-TrCP. The contribution of individual residues to the association between Nrf2 and β-424 
TrCP was examined using a pull-down assay. In the first set of experiments, HEK293T 425 
cells were co-transfected with expression vectors for Flag-tagged β-TrCP and either 426 
inactive GSK-3βY216F or constitutively active GSK-3βΔ9. The cells were also co-427 
transfected with mNrf2-V5 having intact Neh6 (wt) or Ser to Ala mutations at positions 428 
335 and 338 (2S/2A), 335, 338, 342 and 347 (4S/4A) or 335, 338, 342, 347, 351 and 429 
355 (6S/6A), as indicated in Fig. 5A. Cells were serum-starved for 16 h and kept in the 430 
presence of the proteasome inhibitor MG132 (40 µmol/l) for the last 3 h incubation. 431 
Nrf2 with an intact Neh6 domain associated with β-TrCP and this interaction was 432 
enhanced in the presence of active GSK-3βΔ9. By contrast, mutation of Ser335 and Ser338 433 
in mNrf2 was sufficient to abolish this interaction. These results are consistent with the 434 
NMR data. 435 
In a second set of experiments, we explored the contribution of certain Arg 436 
residues in the WD40 propeller of β-TrCP to the docking of mNrf2 (Fig. 5B). 437 
HEK293T cells were co-transfected with the expression vector for mNrf2-V5 and 438 
vectors encoding either wild-type or single point mutants of β-TrCP with substitutions 439 
of Arg285, Arg410, Arg431, Arg474 or Arg521 with Glu. Cells were serum-starved for 16 h 440 
and maintained in 40 µM MG132 for the last 3 h. Pull-down experiments showed that 441 
Arg285, Arg474 and Arg521 contributed to the docking of mNrf2 onto β-TrCP, whereas 442 
Arg410 and Arg431 did not appear to play a significant role. These results are consistent 443 
with our model of interaction based on the NMR data. 444 
In vivo effect of GSK-3β on Nrf2 activity. To determine the relevance of the 445 
GSK-3/β-TrCP axis on regulation of Nrf2 stability, we analyzed Nrf2 function in the 446 
hippocampus of transgenic mice with a conditional neuron-specific depletion of GSK-447 
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3β (denoted +Cre). Immunohistochemistry and Western blotting revealed a strong 448 
reduction in GSK-3β in +Cre mice compared to control mice (-Cre) (Fig. 6A and 6B). 449 
Quantitative determination of messenger RNA levels indicated a reduction of GSK-3β 450 
transcripts to about 20% relative to control mice, while GSK-3α mRNA levels were 451 
unaffected  (Fig. 6F). While GSK-3β protein levels were reduced to about 25% in +Cre 452 
mice, Keap1 and β-TrCP levels remained similar (Fig. 6C). By contrast, Nrf2 protein 453 
levels were increased in hippocampus of GSK-3β floxed mice compared to control mice 454 
(-Cre). Moreover, both the protein levels (Fig. 6D and 6E) and the mRNA levels (Fig. 455 
6F and 6G) of phase 2 enzymes HO-1, GSTM5, GCLM and GCLC were increased in 456 
the GSK-3β-deficient hippocampi. These results demonstrate that interruption of the 457 
GSK-3/β-TrCP ubiquitination pathway at the level of GSK-3β results in up-regulation 458 
of Nrf2 and its target genes in vivo. 459 
DISCUSSION 460 
Nrf2 can be regulated by cell signaling pathways, but the mechanisms involved 461 
are not understood. Herein, we describe a Keap1-independent mechanism by which 462 
Nrf2 is repressed that is based on its interaction with the SCF ubiquitin ligase adaptor β-463 
TrCP. The binding of β-TrCP to Nrf2 involves the formation of a phosphodegron in the 464 
Neh6 domain of this transcription factor that is catalyzed by GSK-3, and it is therefore 465 
apparent that the process will be strongly influenced by signaling via PI3K and mTOR. 466 
Moreover, this mechanism is likely to be perturbed in a number of major diseases such 467 
as cancer, Alzheimer’s disease and diabetes mellitus. 468 
Mammalian Nrf2 comprises approximately 600 amino acids, of which more than 469 
100 are serine, threonine and tyrosine (Figure A of supplemental material).  The fact 470 
that Nrf2 is an unstable protein that contains so many putative phospho-sites 471 
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complicates the identification of phosphorylation events that might control its activity. 472 
To date, mass spectroscopy studies have identified phosphorylation sites that appear to 473 
have only a relatively minor role in the function of Nrf2. In order to map the sites in 474 
Nrf2 that are phosphorylated by GSK-3 we employed a reductionist approach that 475 
incorporated the following three strategies: i) creation of an EYFP-Neh6 fusion protein 476 
(EYFP-mNrf2(317-372)) in which the region of interest in Nrf2 was restricted to just 56 477 
residues; ii) site-directed mutagenesis of critical residues in Neh6; iii) use of 2D-PAGE 478 
to increase the resolution of phosphorylated and non-phosphorylated protein. This 479 
approach allowed us to detect two rows of electrophoretically distinct protein spots. The 480 
faster-migrating lower row of spots represented a post-translational modification in the 481 
fluorescent protein that is not related to Nrf2 since it was observed in non-chimeric 482 
EGFP (36). The slower-migrating upper row of electrophoretic spots correlated with 483 
phosphorylation of Neh6 because it disappeared when cell lysates were treated with 484 
λPPase. The identification of the slower migrating bands as phosphorylated protein is 485 
also supported by the fact that when cells were cotransfected with vectors for EYFP-486 
mNrf2(317-372)-V5 and the constitutively active GSK-3βΔ9 kinase, at least two additional 487 
acidic spots were observed in the upper row of polypeptides that coincided with a 488 
reduced intensity of the most basic spot. When taken together, these results indicate that 489 
active GSK-3β increased the abundance of phosphorylated EYFP-mNrf2-V5. 490 
Analysis of EYFP-mNrf2(317-372)-V5 mutants by 2D-PAGE indicated that Ser342 491 
and Ser347 in mouse Nrf2, that are situated N-terminally to Pro residues, are 492 
phosphorylated under basal conditions, suggesting a role for Pro-directed Ser/Thr 493 
kinases in their modification. It is interesting that the double mutant lacking both Ser342 494 
and Ser347 was still phosphorylated by GSK-3β, although to a lesser extent and with a 495 
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somewhat distorted pattern of spots. This result is consistent with a role for GSK-3 in 496 
phosphorylation of Ser335 and Ser338 within the DpSGIpS phosphodegron. Also, the fact 497 
that the most abundant spots in this mutant correspond to the unphosphorylated protein 498 
suggests that GSK-3β is more effective at phosphorylating this degron when Ser342 and 499 
Ser347 have already been phosphorylated. Indeed, it is known that GSK-3 exhibits 500 
preference for substrates that have been previously phosphorylated in the consensus 501 
sequence (S/T)X(1-4)p(S/T), where X is any amino acid and p(S/T) is a Ser/Thr residue 502 
that has been previously phosphorylated by some other “priming” kinase (21). We are 503 
currently seeking to identify the putative kinases that “prime” Ser342 and Ser347 in mouse 504 
Nrf2 for subsequent modification by GSK-3. 505 
The E3 ligase substrate adaptor β-TrCP targets proteins such as Snail, IκBα, 506 
IκBβ, IκKε, WEE1, CDC25A, CDC25B, β-catenin, PDC4, REST, ATF4, PRL-R, 507 
IFNR, p63, GHR, Bora, STAT1, Gli2, Gli3 and Xom for ubiquitination and 508 
proteasomal degradation (1, 8, 18, 22, 28-29, 44-45, 50-51). Many of these proteins are 509 
implicated in cell proliferation and it is tempting to speculate that Nrf2 activity is linked 510 
to proliferative signals through the GSK-3/β-TrCP axis. Thus, GSK-3 is inhibited by 511 
several kinases during cell proliferation, and this should result in upregulation of Nrf2 512 
that would in turn afford protection against increased levels of reactive oxygen species 513 
that are generated during cell cycle progression.  514 
Our NMR studies indicate that the phosphodegron of Nrf2 is likely to possess a 515 
high degree of structure with a turn conformation which is found also in other substrates 516 
of β-TrCP (33). Our data suggest that the DpSGIpSLN motif that adopts the turn 517 
structure and contains phosphoserines pSer344 and pSer347 that play a specific role in the 518 
interaction. In contrast,  the adjacent pSer351 and pSer356 residues may not be so 519 
important. This interpretation is consistent with the fact that in other substrates 520 
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recognized by β-TrCP, GSK-3 phosphorylates a cluster of Ser/Thr residues in the target 521 
protein to give the consensus sequence DpSGX(1-4)pS, which is then recognized by β-522 
TrCP through its WD40 domain (7, 39).  523 
The interaction of Nrf2 with β-TrCP was compared with that formed between β-524 
catenin with β-TrCP. The Nrf2 phosphodegron in human Nrf2(343DpSGIpS347) is a 525 
single residue shorter than that of β-catenin (32DpSGIHpS37) and despite sequence 526 
similarity this fact changes the pattern of electrostatic and hydrophobic interactions and 527 
the residues involved. As shown in the superimposition of images presented in Fig. 4E, 528 
pSer344 of the hNrf2 phosphodegron interacts in identical position to that reported for 529 
pSer33 of the human β-catenin. However, the positions of other residues including the 530 
most C-terminal phosphoserines differ. Thus, Ile35 of human β-catenin interacts with the 531 
central hydrophobic channel of the WD40 propeller of β-TrCP while Ile346 of human 532 
Nrf2 interacts with another hydrophobic pocket (Phe523, Tyr271 and Arg521) that is also 533 
responsible for stabilization of β-catenin. The role of Ile35 of human β-catenin is 534 
assumed in human Nrf2 by Leu348. This residue appears to be essential for stabilization 535 
of the interaction the C-terminal phosphoserine (pSer347) with the WD40 propeller. 536 
We hypothesize that three structural determinants stabilize the interaction of 537 
Nrf2 and β-catenin with β-TrCP. First, the phosphate group of the N-terminal 538 
phosphoserine makes H-bonds and ionic interaction with Arg285 and Ser325 of β-TrCP. 539 
Second, a hydrophobic residue close to the N-terminal phosphoserine (Ile346 in Nrf2) 540 
interacts with the hydrophobic pocket formed by Phe523, Tyr271 and Arg521 of β-TrCP. 541 
Third, the interaction of a hydrophobic residue with the central channel of β-TrCP (Ile35 542 
in β-catenin or Leu348 in Nrf2) should be preserved to allow the stabilization of the C-543 
terminal phosphoserine with Arg431 or Arg521 of β-TrCP. 544 
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As an additional confirmation of our NMR data, we analyzed the association of 545 
mNrf2 and β-TrCP mutants in pull-down assays. Indeed, mutation of Ser335 and Ser338 546 
of mNrf2 (equivalent to Ser344 and Ser347 of hNrf2) was enough to lose the association 547 
with β-TrCP. Moreover, Arg285, Arg474 and Arg521 of the WD40 domain of β-TrCP were 548 
required for docking because when they were mutated to Glu the association between 549 
Nrf2 and β-TrCP diminished substantially. These observations reinforce our 550 
interpretation of NMR data indicating a relevant role of these three residues in 551 
stabilization of docking:  Arg258 with pSer344; Arg474 with Gly345 and Ile346; Arg521 with 552 
Ile346 and possibly with pSer347. 553 
The functional relevance of the control of Nrf2 by GSK-3/β-TrCP was addressed 554 
in vivo, by making use of mice with a targeted deletion of GSK-3β in neurons. We 555 
found that GSK-3β/β-TrCP is required to maintain low levels of Nrf2 and its phase 2 556 
regulated genes. Because GSK-3β has a tremendous impact on many aspects of cell 557 
physiology, metabolism, differentiation and proliferation, a more comprehensive vision 558 
of the Nrf2 function and regulation mechanisms will only be achieved when Nrf2 is 559 
analyzed as a downstream target of GSK-3β. 560 
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FIGURES LEGENDS 739 
Figure 1. Mapping the Nrf2 domain involved in interaction with β-TrCP. A, 740 
diagram showing the general organization of the Neh domains in Nrf2 according to (14) 741 
and the EYFP-mNrf2-V5 chimeras used in pull-down assays with N-terminal deletions 742 
of mNrf2. Each chimera carries the following residues from mNrf2: Δ1, 98-579; Δ2, 743 
280-579; Δ3, 316-579; Δ4, 381-579; Δ5, 464-579. Black boxes indicate the position of 744 
Ser/Thr clusters that might be phosphorylated by GSK-3 (see Figure A of Supplemental 745 
Material for details). B, Ribbon diagram of the E3 ligase adaptor β-TrCP (modified 746 
from protein data bank ID 1P22; (47)) showing the substrate binding domain, WD40 747 
propeller, in red and the Skp1biding domain, Fbox, in blue. C and D, pull-down assays 748 
of ectopically expressed EYFP-mNrf2-V5 chimeras and β-TrCPΔFbox-HA which 749 
contains only the WD40 domain (residues 170 to 542 of β-TrCP2). HEK293T cells 750 
were co-transfected with expression vectors for the indicated EYFP fusion proteins, Δ1, 751 
Δ2, Δ3, Δ4, and Δ5, and β-TrCPΔFbox. Thereafter, the cells were maintained in low-752 
serum medium (0.5 % FCS in DMEM) for 16 h and analyzed by co-753 
immunoprecipitation. C, immunoblots showing inputs of ectopically expressed β-754 
TrCPΔFbox-HA and EYFP-mNrf2-V5 proteins with anti-HA and anti-V5 antibodies, 755 
respectively. D, immunoprecipitation of EYFP-mNrf2-V5 fusion chimeras with anti-V5 756 
antibody followed by immunoblot with either anti-HA antibody to detect β-TrCPΔFbox-757 
HA, or with anti-V5 antibody to detect EYFP-mNrf2-V5 chimeras. 758 
Figure 2. The Neh6 domain is phosphorylated by GSK-3β. A, on the left side 759 
immunoblots, HEK293T cells were transfected with expression vectors for EYFP-760 
mNrf2(317-372)-V5 and mutant EYFP-mNrf2(317-372) 6S/6A-V5. Cell lysates were incubated 761 
with λPPase as indicated and resolved by one-dimensional SDS-PAGE. Upper panel, 762 
immunoblot with anti-V5 antibody. Lower panel, immunoblot with anti-β-actin 763 
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antibody to check equal protein loading. On the right side immunoblots, HEK293T cells 764 
were co-transfected with expression vectors for EYFP-mNrf2(317-372)-V5 and mutant 765 
EYFP-mNrf2(317-372)6S/6A-V5 together with either inactive HA-GSK-3βY216F, as a 766 
negative control, or constitutively active HA-GSK-3βΔ9. Upper panel, immunoblot with 767 
anti-V5 antibody. Lower panel, immunoblot with anti-HA antibody. B, comparison of 768 
mNrf2 sequences from wild-type and mutant EYFP chimeras examined in panels C-H. 769 
C, 2D-PAGE analysis of EYFP-mNrf2(317-372)-V5 in the presence of either inactive HA-770 
GSK-3βY216F or active HA-GSK-3βΔ9. D, same lysates as in C after treatment with 771 
λPPase. E-H, 2D-gel analysis of mutant EYFP-mNrf2(317-372)6S/6A-V5 (E), mutant EYFP-772 
mNrf2(317-372)4S/4A-V5 (F), mutant EYFP-mNrf2(317-372)2SP/2AP-V5 (G) and mutant EYFP-773 
mNrf2(317-372)2S/2A-V5 (H), in the presence of inactive HA-GSK-3βY216F or active HA-774 
GSK-3βΔ9. In C, G and H, filled arrows indicate acidic spots that result from GSK-3 775 
phosphorylation. Empty arrow indicates spots whose intensity is reduced in the 776 
presence of HA-GSK3βΔ9 as a result of protein migration towards that acidic spots. 777 
Figure 3. Structure analysis of 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2. A, sequence of 2P-hNrf2 778 
and 4P-hNrf2 phosphopeptides from human Nrf2; for reference of amino acid positions, 779 
the mouse Nrf2 sequence is also shown. In addition, the human β-catenin sequence is 780 
included for comparison. B, values of the temperature coefficients of the amide proton 781 
chemical shifts (ppb·K-1) for the 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 peptides at pH 7.2 plotted 782 
against the residue number. C, chemical shift differences for the NH resonances of the 783 
2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 peptides free in buffer solution and in the presence of MBP-β-784 
TrCP at 280 K and pH 7.2, plotted against the residue number. D, relative STD 785 
intensities for 2P-hNrf2 and 4P-hNrf2 peptides. The integral values of the largest signal 786 
for the 2P-hNrf2 peptide (pSer331 HN proton) and for the 4P-hNrf2 peptide (pSer328 HN 787 
proton) were set to 100 %. The relative degree of saturation for the individual protons 788 
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normalized to the largest signal was used to compare the STD effect. E, effect of 789 
temperature (280 K or 293 K) on the relative STD intensities for 4P-hNrf2. The integral 790 
value of the largest signal of the 4P-Nrf2 (pSer328 HN proton) was set to 100% at 280 K. 791 
A correction factor of 0.85 was applied on STD values obtained at 293 K.  792 
Figure 4. TRNOE-derived structures of the 2P-hNrf2 peptide bound to β-TrCP 793 
and analysis of the docking interactions. A, Among 50 TRNOEs derived structures, the 794 
five lowest energy conformations are shown. Superimpositions are shown on the 795 
DpSGIpS motif. B, Nrf2 docked structure (light green) superimposed with the TRNOE 796 
bound structure (dark green) on the DpSGIpS motif. Phosphoserine residues are 797 
labelled in red in the docked structure and black in the TRNOE structure. C, seven 798 
lowest score poses that are representative of the bound structures of Nrf2. The 799 
superimposition was made on the DpSGIpS motif. D, structure of the complex of β-800 
TrCP with the best docking pose of Nrf2 deduced from the NMR data. β-TrCP is shown 801 
in surface representation. Amino acids of β-TrCP and Nrf2 that participate in 802 
intermolecular interactions are shown in black and white letters, respectively. H-bonds 803 
are shown with dashed yellow lines. E, superimposition of human Nrf2 (green) and 804 
human β-catenin (orange) in the best docking structures of the complexes with β-TrCP 805 
(PDB ID code 1P22).  806 
Figure 5. Identification of critical residues for Nrf2 docking onto β-TrCP by 807 
pull-down assays. A, HEK293T cells were co-transfected with Flag-tagged β-TrCP, 808 
HA-tagged GSK-3βY216F and GSK-3βΔ9, as indicated, plus V5-tagged mouse Nrf2ΔETGE 809 
with either a wild-type Neh6 domain (wt) or mutations of Ser335 and Ser338 to Ala 810 
(2S/2A), or Ser335 , Ser338 , Ser342 and Ser347 to Ala (4S/4A), or Ser335, Ser338, Ser342, 811 
Ser347, Ser351 and Ser355 to Ala (6S/6A). Cells were maintained in low serum for 16 h 812 
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and treated with 40 µM MG132 for the last 3 h before pull-down of protein complexes 813 
with anti-V5 antibodies. B, HEK293T cells were co-transfected with V5-tagged tagged 814 
Nrf2ΔETGE and Flag-tagged β-TrCP with either a wild-type WD40 domain or single 815 
point mutations of Arg to Glu at the indicated residues. Cells were maintained in low 816 
serum for 16 h and treated with 40 µM MG132 for the last 3 h before the pull-down 817 
assay was performed. 818 
Figure 6. GSK-3β deficiency results in increased expression of Nrf2-target 819 
genes. A, immunohistochemistry of 30-µm-thick hippocampal sections from control 820 
mice (-Cre) with normal GSK-3β levels and in neuron-specific GSK-3β knockout mice 821 
(+Cre). Upper panels, anti-GSK-3β antibody staining and Nissl counterstaining. Lower 822 
panels, higher magnification of the CA1 region of hippocampus. B, immunoblots 823 
showing protein levels of GSK-3β, Nrf2, Keap1, β-TrCP and β-actin. C, densitometric 824 
quantification of protein levels from representative blots like those of B normalized 825 
with β-actin levels. D, immunoblots showing protein levels of five enzymes whose 826 
expression is regulated by Nrf2 (heme oxygenase-1, HO-1; glutathione S-transferase 827 
M5, GSTM5; γ-glutamyl cysteine ligase modulatory subunit, GCLM; γ-glutamyl 828 
cysteine ligase catalytic subunit, GCLC). E, densitometric quantification of protein 829 
levels from representative blots like those of D. F, messenger RNA levels in 830 
hippocampus of GSK-3β and GSK-3α in control mice and in neuron specific GSK-3β 831 
knockout mice, determined by quantitative RT-PCR. G, messenger RNA levels of HO-832 
1, GSTM5, GCLM, GCLC and NQO1, by RT-PCR. For C, E, F and G values 833 
correspond to the mean + SEM of n=6 animals per group. Student’s t test was applied to 834 
determine the significance of biochemical differences among groups. Asterisks denote 835 
significant differences between genotypes with p<0.05. 836 
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